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El cultiv o de gramín e a s y su import a n c i a para el ganado fue recono c i d o 
rápid a me n t e duran t e el desper t a r de la civi l i z a c i ó n human a . No resul t ó compl i c a d o para 
aquell o s primer o s pueblo s descub r i r las vent ajas que podía conferirles el hecho de 
domes t i c a r unas pocas plant a s y conver t i r s e de  este modo, de nómad a s erran t e s a puebl o s 
sedent a r i o s . Aquell a época fue el germen de la agricu l t u r a y el nacimi e n t o de nuestr o s 
actual e s cultiv o s de gramín e a s (Figur a 1).  
 
 
F ig u ra 1.  Campo semb rado con plantas de maíz, actualmente el cereal con mayor 
volu me n de produ c c ión en el mund o .  
 
 
  
Esas gramí n e a s , y parec e ser que el resto de las plant a s que viven en la tierr a 
establ e c e n simbios i s con hongos. Estos hongos son impor t a n t e s en la es truct u r a , funció n , y 
salud de las comun i d a d e s de plant a s (Gi ovan n e t t i y Mosse, 1980; Petrini , 1986; Bacon y 
Hill, 1996; Ge mma y Koske, 1997; van der Heijden et al ., 1998; Clay y Holah, 1999). 
Ade más , la simbio s i s con hongos contri b u y e , y puede ser respon s a b l e , de la adapta c i ó n de 
las plantas al estrés ambiental. De hecho, la mayoría, si no todas las plantas estudiadas en 
ecosis t e ma s natura l e s , están infect a d a s por  hongos que no causan síntoma s visibl e s de 
enferme d a d . Son los llamad o s ho ng os endofíticos .  
I n t r o d u c c i ó n 
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1.1.  ASPECTOS HISTÓRICOS DE LA  INVESTIGACIÓN SOBRE HONGOS 
ENDOFÍTI COS. 
 
D u r a n t e los último s 30 años, el térmi n o endofi t o ha apareci d o cada vez con más 
frecuencia en la literatura ci entífica. Aunque el origen del término provenga del siglo XIX, 
cuando Antón de Bary lo utilizó para descri bir hongos que viven en el interio r de las 
plantas (de Bary, 1866), su signific a d o co ntemp o r á n e o es difere n t e del origin a l . 
Actua l me n t e se usa este térmi n o para refer i r s e a hongos capac e s de infec t a r plant a s 
apare n t e me n t e sanas sin causa r sínto ma s (Lar ge , 1940; Carrol l , 1986). Es decir, en el más 
amplio de los sentid os , los hongos endofí t i c o s son aquellos que coloniz a n tejido s vivos de 
plantas sin ocasiona r ningún efecto negativo, inmediato o vi sible (Hirsch y Braun, 1992). 
 
Los primer o s estudi o s de endofi t o s se realiz a r o n en planta s de la fa mili a de las 
gramín e a s . A finale s del siglo XIX, varios cien tíficos europeos describieron la presencia de 
micel i o fúngi c o en los carpel o s y semil l a s de plant as sanas de Lolium arvense , Lolium 
linicolum, Lolium remotum y Lolium temulentum ( G u e r i n , 1898a, 1898b; Hanause k , 1898; 
Nestler, 1898; Vogl, 1898; Neuba uer y Remer, 1902). La cizaña ( Lolium temulentum) ya 
era conoc i da como una mala hierba en culti v os de cereal en la antigüe d a d . Además, esta 
planta poseía propie d a d e s tóxica s que con el descubr i mi e n t o de los endofit o s fueron 
atribu í d a s al micelio fúngic o (Font Quer, 1961) . Estudi o s realiz a d o s por Freeman (1904) 
sobre el hongo endofítico de L. temulentum d em o s t r a r o n que este hongo se transmi t í a por 
semil l a , ya que sus hifas penet r a ba n en el embri ó n antes de que las semil l a s madur a s e n , y 
tras la germin a c i ó n el hongo coordi n a b a su crecim i e n t o con el de los tejido s de la planta , 
llega n d o a coloni z a r los meris t e mo s later a l e s y después las inflore s c e n c i a s . A princip i o s de 
1930 investi g a c i o n e s realiz a d a s en los Estados Unidos y Canadá demostr a r o n la relació n 
entre los endofi t o s y la toxic i d a d de L. temulentum para el ganado (Kingsbury, 1964).  
 
Una vez demos t r a d a la relac i ó n , se espec u l ó acerca de la posició n taxonó mi c a del 
endofi t o de esta gramín e a . Freema n (1906) , s ugiri ó que eran Ustila g i n a l e s que habían 
perdid o la capaci d a d de esporu l a r en su s hosped a d o r e s , argume n t o basado en las 
simil i t u d e s de los ciclos de vida del endof i t o de L. temulentum y el del hongo  p a t ó g e n o  
Ustilago tritici e n trigo; más tarde clasif i c ó los endofit o s de Lolium en el grupo de los 
Clavicip i t a l e s tras estudiar su transmi s i ó n . Muensch e r (1 939) y Kingsbury (1964) los 
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asociar o n con el hongo Endoconidium temulentum, c o n o c i d o por su toxic i d a d en semil l a s 
de plantas de  L. temulentum. S a mps o n (1933, 1935) vio un para lelismo entre los endofitos 
de Lolium temulentum y  Lolium perenne con algun a s espec i e s endof í t i c a s del géner o 
Epichloë a s o c i a d a s a plantas de Festuca rubra  ( Epichloë festucae ) y Dactylis glomerata 
( Epichloë typhina ). Además, observó que Epichloë festucae  puede manifes t a r su ciclo 
sexua l o asexua l en difer e n t e s tallo s de la misma plant a . Neill (1940 , 1941) , culti vó 
endofitos de Festuca arundinacea y Lolium perenne , y propuso que eran cepas de Epichloë  
typhina b a sán d o s e en las simil i t u d e s morfo l ó g i c a s de  sus célul a s conidi óg e n a s y conidi o s . 
Finalme n t e , el endofi t o de Lolium temulentum ha sido clasificado como Neotyphodium 
occultans, una especi e asex u a l de la fa mil i a  Clavicipitaceae, c e r c a na al géner o  Epichloë 
( M o o n et al., 2000). 
 
Los estudi os sobre hongo s endof í t i c o s en plantas de familia s distin t a s de las 
gramíne a s no comenza r o n hasta los años 70, sin embar g o , ya los prime r o s traba j o s 
revelaro n la presenci a de divers as especies fúngicas en  el interior de plantas pertenecientes 
a grupos como algas (Hawks w o r t h , 1988), musgos (Schul z et al., 1993), hepát i c a s (Fish e r , 
1996; Ducket et al., 2006), coníferas (Bernstein y Ca rroll , 1977), palmera s (Rodrig u e s , 
1996), cactác e a s (Surya n a r a y a n a n et al., 2005) y numero s a s especi e s de árbole s (Petri n i y 
Fisher, 1990; Bissegg e r y Sieber, 1994; Fisher et al., 1994; Suryanarayanan et al., 1998; 
Collad o et al., 1999; Arnold et al., 2001) y arbust o s (Petri n i et al., 1982; Sha moun y 
Sieber , 1993; Fisher et al., 1995). Inclus o en líquen e s se han identi fi c a d o especi e s de 
hongos endof í t i c o s (Li et al . , 2007). 
 
 H a s t a la fecha, se han encontra d o hongos  endofí t i c o s en todas las especi e s de 
planta s que han sido analiz a d a s con este fin, tanto en zonas tr opi c a l e s y de clima templ a d o , 
como desértic a s o boreales (Fisher et al ., 1995; Schulz y Boyle, 2005; Higgins et al . , 2006; 
Stone, 2006; Arnold et al. , 2007; Porras Alfaro et al . , 2008).  
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1.2.  EPICHLOË  Y NEOTYPHODIUM , LOS ENDOFITOS SISTÉMICOS DE 
GRAMÍNE AS. 
 
E n 1977, en los Estados Unidos de América , la investi g a c i ó n sobre hongos 
endof í t i c o s recibi ó un impuls o consi d e r a bl e . Desde media d o s del siglo XX, el uso de 
prader a s artifi c i a l e s de la gramín e a Festuca arundinacea  para la alimenta c i ó n de ganado 
vacuno fue increme n t á n d o s e en el centro y su r de los Estado s Unidos de Améric a . Sin 
embarg o , a pesar del buen rendimi e n t o agron ó m i c o de estos pastos , a menudo se observ a b a 
en los meses de verano un cuadro de intoxic a c i ó n en el ganado alime n t a d o en estas 
prader a s . Los síntoma s de este síndrome t óxico, conocido como toxicosi s de festuca o 
festu c o s i s , s o n una elevac i ó n de la temper a t u r a cor po r a l , inape t e n c i a , asper e z a y pérdid a 
del brillo del pelo, abortos, gangrenas en las extre mi d a d e s , oreja s y cola, y reducc i ó n en la 
gananc i a media diaria de peso (Pater s o n et al ., 1995). El origen de este problema fue 
descub i e r t o por Charle s Bacon y colabo r a d o r e s al observa r que en los pastos asocia d o s a 
toxici d a d en anima l e s , el espac i o inter c el u l ar de las plant a s y semil l a s de Festuca 
arundinacea estaba colonizado sistémica mente por hifas de un hongo que identificaron 
prime r o como Epichloë typhina  y más tarde co mo Acremonium coenophialum (Bacon et 
al ., 1977) (Figuras 2 y 3). En este periodo en Nueva Zelanda se desc ubrió que un síndrome 
tóxico observ a d o en ovejas alimen t a d a s en past os de la gramí n e a Lolium perenne también 
se debía a la presenc i a de otro hongo endofí t i c o , Acremonium lolii (Fletch er y Harvey , 
1981). Años más tarde, se descub r i ó que el pos ibl e motivo de la toxici d a d de los pastos 
infect a d o s es que A. coenophialum produce varios tipos de al caloi d e s tóxicos tipo ergot, 
simil a r e s a los produc i d o s por Claviceps purpurea (Lyons et al . , 1986).  
 
En la actua l i d a d , Acremonium coenophialum y Acremonium lolii han sido 
reclas i f i c a d os en el género Neotyphodium , un género asexual de la famili a Clavicipitaceae 
(Glenn et al. , 1996). Las especies del género Neotyphodium  son asexua l e s y se transmi t e n 
exclu si v a me n t e por semil l a . Fenot í pi c a y ge notíp i c a me n t e son muy cercana s al género 
Epichloë ( P h y l u m Ascom y c o t a , o r d e n Hypocrea l e s , fa mi l i a  Clavicipitaceae); de hecho, 
algun a s espec i e s de Neotyphodium  son alopoliploides resultant es de hibridaciones entre 
especi e s de Epichloë  (Schar d l et al ., 1994). 
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En España, las asociaciones entre gramíneas y hongos de los géneros 
Epichloë / Neotyphodium  son comune s en pastos natura l e s , donde la incide n c i a de infecc i ó n 
endof í t i c a a menud o super a el 70% en planta s de especi e s como Festuca rubra  o Festuca 
arundinacea (Arroyo et al . , 2002; Zabalgog e a z c o a et al . , 1998, 2003; Vázque z de Aldana 
et al ., 2007).  
 
 
1.2.1.  Ciclos de vida de Epichloë  y Neotyphodium . 
 
 La mayoría de las especie s de ambos gé ner os muest r a n una es pecialización hacia 
sus huéspede s , de tal forma que cada especie sólo  suele infectar a una o pocas especies del 
mis mo géne r o de gramí ne a s . Por ejempl o , el único huésp e d conoc i d o de N. coenophialum  
es Festuca arundinacea ( F i g u r a 2), y Epichloë festucae  sólo infec t a a unas pocas espec i e s 
del género Festuca y a Lolium perenne . La excepc i ó n es Epichloë typhina , una especie que 
infec t a a divers a s espec i e s de gramí ne a s perte n e c i e n t e s inclus o a varios género s , y que se 
disting u e de otras especie s del género por comport a r s e como un patógen o , al causar la 
esteri l i z a c i ón casi comple t a de la planta hospe d a d o r a (Schar d l et al . , 2004; Zabalg o ge a z c o a 
et al ., 2008a). No obstante, se ha sugerido que E. typhina p o d r í a ser un complej o de 
especies críptica s , cada una de ella es pecializada en un hospedador (Schardl et al ., 2007). 
 
 
F ig u ra 2. H i f as de Neotyphodium coenophialum  colon izan do la vain a foliar ( A ) y la capa de aleurona 
( B ), de una semilla de Festuca arundinacea .  
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Mientra s las plantas se encuentr a n en una fase de desarro l l o vegeta t i v o , las especie s 
de Epichloë  y Neotyphodium  infect a n sist é mi c a me n t e el esp a c i o inter ce l u l ar de las partes 
aérea s de sus huéspe d e s (Figu r a 2). La reprod u c c i ó n sexual de las especi e s de Epichloë  está 
relacio n a d a con la formaci ó n de estroma s en los tallos reprod u c t i v o s de las plantas (Figur a 
3 y 4), y por lo tanto, el ciclo reprod u c t i v o del hongo coincid e con el de la planta.  Los 
estro ma s impid e n la emerg e n c i a de la espig a y por lo tant o este ri l i z a n el tallo afect a d o . 
Epichloë  es un géner o heter ot á l i c o y al ser un estro ma ferti l i z a d o por un conid i o de sexo 
compa t i b l e , se desar r o l l a n en la super f i c i e de l estro ma perit e c i o s con ascas. Las ascos p o r a s , 
al ser liberad a s puede n infec t a r flor e s de huéspe d e s , dando lugar a semil l a s infec t a d a s 
(Figura 2B, figura 3). Algunas esp ecie s de moscas del género Phorbia  depositan sus 
huevos en estroma s inma du r o s de Epichloë  y al moverse de estroma en estroma para 
deposi t a r huevos , actúan como ’polin i z a d o r e s ‘ , transp o r t a n d o conidi o s de un estroma a otro 
y facili t a n do la fertil i z a c i ó n . Tras la eclos i ó n de los huevos , las larvas se alimen t a n del 
estro ma (Scha r d l et al . , 2004). 
 
 
 
Figura 3. E sq u e ma del ciclo de vida de las espec ie s de los género s Epichloë  y 
Neotyphodium . La reprod u c c ió n de Neotyphodium  es estrict a men t e asexual , mientr a s que 
la mayoría de las especie s de Epichloë  se puede n reprod u c ir sexu a l y asexu a lme n te.  
 
 
En alguna s especi e s de Epichloë  y en todas las del género asexua l Neotyphodium , 
la reproducción sexual es rara o inexist e n t e ; en estos casos , las plantas infecta d a s no 
muestra n síntoma s (estroma s ) , y el hongo se trans mi t e verti c a l me n t e por medio de la 
Semilla infecta da  
P l a n ta infec ta d a            
en estado reproductivo  
P la n ta infec tad a en 
estad o veget ativ o
Infección de la flor        
de un nuevo huéspe d  
Producción y dispersión   
de asco sp o ra s  
F o r ma c ió n de estro ma       
en el tallo  
F e r t i l i za c i ó n  
CICLO SEXUAL  CICLO ASEXUAL
I n t r o d u c c i ó n 
 15
infe c c i ó n de casi la total i d a d de las semil l a s produ c i d a s por una plant a infec t a d a (Figur a 
3).  
 
Según las caracter í s t i c a s de su ciclo de vi da, las intera c c i o n e s de las especi e s de 
Epichloë  y Neotyphodium  con plantas han sido clasifi c a d as en tres tipos (White, 1988): 
 
Tipo I . Interac c i o n e s sintomá t i c a s . Especie s pa tóge n a s que for man estroma s en todos 
los tallos reproduc t i v o s , esterili z a n d o a la  planta hospedadora. Las especies que 
for man asocia c i o n e s de este tipo, como por ejempl o , Epichloë typhina e n  
Brachypodium phoenicoides ( F i g u r a 4), y Epichloë clarkii  en  Holcus lanatus ( F i gu r a 
5A), infecta n sistémi c a me n t e los tejidos ve getativos sin producir  síntomas. Cuando la 
planta entra en estado reprodu c t i v o , el hongo pr oduce estromas alre dedor de los tallos 
repro d u c t i v o s , impid i e n d o la emerg e n c i a de  las inflore s c e n c i a s y esterili z a n d o las 
plantas . Estas especi e s endofí t i c a s no se transmi t e n verti c a l me n t e por semill a y su 
reproduc c i ó n es estricta me n t e sexual (Figura 3). 
 
 
F i g u ra 4 . Estro ma s (a y b) forma d o s por Epichloë  typhina 
en los tallos repro du ctivo s de una plan ta de 
Brachypodium phoenicoides . Tallo sano de  B. 
phoenicoides (c). (Zab algo g ea z c o a et al. , 2008 a) .  
a b c
I n t r o d u c c i ó n 
 
 16
T i p o II. I n t e r a c c i o n e s mixta s . Las espec i e s de es te tipo producen estromas en uno o en 
unos pocos tallos reproductivos, y sólo en unas pocas plantas infecta d a s . La 
frecu e n c i a de plant a s infec t a d a s con sínto ma s suele ser menor del 1% (ej. Epichloë 
festucae – Festuca rubra.  Figura 5B). En los tallos donde no se producen estromas, 
estos hongos infec t a n los óvulo s y se trans mi t e n verti c a l me n t e por semil l a , por lo 
tanto, la reprodu c c i ó n del hongo puede ser sexual y asexual (Figura 3). La tasa de 
transmi s i ó n por semill a es muy elevad a , cerca n a al 100%. 
 
Tipo III . Intera c ci o n es asint o má t i c a s . Estas in ter a c c i one s las reali z a n espe c i e s 
asexu a l e s que nunca forma n estro ma s y se trans mi t e n efici e nt e me n t e por semil l a 
(Figu r a 3). Todas las espec i e s de Neotyphodium  (ej. N. lolii y  N. coenophialum , 
figur a 5C) perte ne c e n a esta categ or í a . 
 
 
F ig u ra 5. A.  Conid ió for o s y conid io s de una cepa de Epichloë clarkii  aislada  d e  Holcus lanatus. B.  
Cultiv o en PDA de Epichloë festucae a is la d o de Festuca rubra. C .  Cultiv o en PDA de 
Neotyphodium coenophialum a is la d o de  Festuca arundinacea. 
 
 
1.2.2.  E f e c t o s bene fi c i o s o s de Epichloë   y  Neotyphodium . 
 
 Debido a su efici e n t e trans mi s i ó n verti c a l  por semill a , los endofi t o s de tipo II y III 
se hered a n de maner a simil a r a un carác t e r mater n o . Este compo n e n t e cuasi hereditario, 
implic a que deberí a ser improb a b l e que las gr amín e a s alberg a s e n endofi t o s asexual e s si 
éstos no produjesen benefici os a las plantas (Clay, 1990). De hecho, son abundantes los 
estudios que han mostrado que estos endofitos s on benefi c i o s o s para las planta s huésp e d e s , 
aume ntan d o su valor adaptati v o , particul a r me n t e en condicio n e s de estrés. Las 
CBA
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asociaciones entre gramí neas y endofitos tipo II  y III son de tipo mu tualista. El hongo se 
beneficia del hábitat intercelul a r , el sumi nist r o de nutrient e s y la vía de disemi na c i ó n a 
travé s de las semil l a s que aport a la plant a , mient r a s que ésta se benefic i a de una mayor 
resistencia a herbívoros y patógenos, y de una ma yor tolera n c i a a varios  factores de estrés 
abiótico que son producto de su asociaci ó n con el endofito (Clay, 1993; Malinowski y 
Belesk y , 2000; Zabalg oge a z c o a , 2008).  
 
En relaci ó n a sus congén e r e s no in fectad o s , las plantas asociada s a Epichloë  y 
Neotyphodium  son más resistentes a los ataques de unas 40 especies de  insect o s (Breen , 
1994), de mamí fe r o s he rbív o r o s (Pater s o n et al ., 1995; Bazely et al., 1997) y de varias 
espec i e s de nemato d o s (West et al . , 1988; Timp e r et al ., 2005). La infección de E. festucae 
produce un aumento de la re sistencia al hongo patógeno Sclerotinia homeocarpa  en plant as 
de Festuca rubra  (Clar ke et al ., 2006). La alelopa t í a asociada a compuest o s producid o s por 
plant a s infec t a d a s parec e ser el mecan i s mo re spon s a b l e del predomi n i o de las planta s de 
Lolium perenne , en pasto s en los cuale s esta gramí n e a está mezcl a d a con Trifolium repens 
(Watso n et al., 1993;  Sutherland et al., 1999). 
 
En lo que respecta a las vent aja s observ a d a s en plantas infect a d a s ante la presenc i a 
de factore s de estrés abióti c o , alguna s especi e s de Festuca t i e ne n mayor tolera n c i a a la 
sequía (Bout o n et al . , 1993), a la deficie n cia de nutrientes en suelos (Malinowski y 
Belesk y , 2000; Zabal g oge a z c o a et al., 2006), o al exceso de alumin i o (Liu et al ., 1996; 
Malino w s k i y Belesk y , 1999) y de zinc (Monne t et al ., 2001).  
 
La resiste n c i a a herbívo r o s que present a n las plantas infecta d a s es debi da a una 
serie de metabo l i t o s secun d a r i o s de origen  fúngico. Las gramíneas infe ctadas por hongos 
endofí t i c o s produc e n cuatro tipos de alcalo i d e s : ergope p t í n i c o s , lolitr e n o s , lolina , y 
perami n a . Los dos primer o s están relaci o n a d o s direc t a me n t e con síndr ome s tóxic o s en el 
ganado vacuno, ovino y equino (Gallagher et al . , 1984; Hill et al ., 1994). Por otro lado, se 
ha descub i e r t o que la perami n a y la lolina ti enen propie d a de s insec tic i d a s , pero no son la 
causa de la toxic i d a d en ma mí f e r o s (Wilk i n s o n et al . , 2000). El perfil de alcalo i d e s que se 
pueden encontrar en estas asociaciones depe nde tanto de la espe cie del hongo y de la 
plant a , como de facto r e s ambie n t a l e s (Lane et al ., 2000).  
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Las ventaj a s observ a d a s en planta s infect a d a s frente a condic i o n e s de estrés biótic o 
y abiótico , contribu y e n a aument ar la pers ist e n c i a de las plantas infect a d a s . Buena 
eviden c i a del mutual i sm o existe nte entre gramín e a s y hongos endofí t i c o s , proced e de 
estudi o s de campo en los cuales se ha observ a d o  que en mezcl a s de plant a s infec t a da s y no 
infec t a d a s de F. arundinacea , los niveles de infección aume nt a n con el tiempo, y 
finalme n t e las planta s infect a d a s llegan incl us o a desplaz a r a especie s nativa s , modifi c a n d o 
la composi c i ó n botáni c a y la sucesió n de lo s pastos (Shelby y Da lry m p l e , 1993; Clay y 
Holah, 1999; Rudger s et al., 2007). Las elevad a s tasas de infecc i ó n endofí t i c a , superi o r e s 
al 70%, observ a d a s en poblac i o n e s natura l e s de F. rubra  en acanti l a dos marin o s o en 
pastos semi ár i d o s , sugier e n que la presen c i a del hongo contrib u y e , de alguna ma nera, a 
aumen t a r la persi s t e n c i a de la plant a , dada la  adve r s i d a d de algu n o s  ecosi s t e ma s en los que 
crecen éstas (Zabal g o g e a z c o a et al ., 2001; Arroyo et al ., 2002). 
 
Los beneficios derivados de la asociación de Lolium perenne , Festuca arundinacea  
y Festuca rubra  con espec i e s de Epichloë  y Neotyphodium  han dado lugar a la utiliz a c i ón 
de los endofi t o s para la mejora de varied a d e s come r c i a l e s de gramín e a s desti n ada s a 
césped e s (Bril ma n , 2005) . 
 
 
1.2.3.  E f e c t o s perjudi c i a l e s de los endofit o s en el ganado. 
 
C o mo contr a p a r t i d a a los efect o s benefi c i o so s de la infecc i ó n por Epichloë / 
Neotyphodium,  existe tambié n un efecto negati v o para la  agricult u r a y la ganaderí a , y es la 
toxici d a d para los animal e s que consume n  plantas infectad a s por estos hongos.  
 
  En países como Estados Unidos y Nu eva Zelanda , donde la producc i ó n animal es 
dependi e n t e de pastos constit u idos por una o dos especies forr a j er a s , los probl ema s del 
ganado son importa n t e s . Esto se debe a que la tasa de infecci ó n por Neotyphodium  es muy 
elevad a en varied a d e s come rc i a l e s de Festuca arundinacea  y Lolium perenne , las 
princi p a l e s especi e s forraj e r a s de esos países , en los cuales la implan t a c i ó n de varied a d e s 
sin endofi t os ha fracas a d o , debido a su mayor sus cep t i b i l i da d al ataque de plagas y a la 
sequía. Sólo en los Estados Unidos, el imp act o econó mi c o que supone la toxicida d de los 
pasto s de F. arundinacea  infectad o s por Neotyphodium coenophialum , ha sido estima d o en 
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pérdi d a s de 400 millon e s de euros anuale s en la produc c i ó n de ganado vacuno de carne 
(Hovel a n d , 1993). 
 
En Europa sólo se conoce n casos puntua l e s de infecc i o n e s endofí t i c a s , debido a que 
la produc c i ó n animal depend e me nos de prad er a s artifi c i a l e s de monocu l t i v o , y en los 
pasto s natur a l e s , la rique z a de espec i e s vege ta l e s diluye el conten i d o de los alcalo i d e s 
presente s en las especies infectad a s . A unque en algunas variedades forrajeras de F. 
arundinacea c o me r c i a l i z a d a s en Españ a se ha detecta d o la presenc i a de N. coenophialum  
(Zabalgo g e a z c o a et al . , 1998), la mayoría de las varied a d e s forraj e r a s come rc i a l e s de L. 
perenne o de F. arundinacea  disponi b l e s en Europa no están infect a d a s (Zabal g o g e a z c o a y 
Bony, 2005). 
 
 Para soluc i ona r el probl e ma de la toxic i dad de las plantas inf ectad a s , varios grupos 
de invest i ga c i ó n traba j a n actua l m e n t e en la selecci ó n y el desa rrollo de cepas de 
Neotyphodium  no produc t o r a s de alcalo i d e s de tipo er got, que son los princip a l e s causan t e s 
de toxicos i s en ganado. En Nueva Zeland a y Es tados Unidos se han seleccionado variantes 
natur a l e s de Neotyphodium  que no producen alcaloid e s de ti po ergot. El rendimi e n t o de las 
planta s infec t a d a s es mejor que el de planta s libres de endofit o s y, ya existen varieda d e s 
come rciales infectadas por estos hongos (Bouton y Easton, 2005). Otro enfoque para 
soluc i o na r el probl e ma de la toxi c o sis en gana do, sin perder los beneficios causados por los 
endofito s , consiste en intentar modifica r las rutas de biosínte s i s de alcaloi d e s tóxicos como 
los de tipo ergot y lolitrenos . Algunos grupos de investigació n en Nueva Zelanda y Estados 
Unidos han avanzado bastante en este aspect o, desvelan d o las rutas de producci ó n de estos 
alcal o i d e s (Scot t et al . , 1992; Panaccio n e y Schardl, 2003; Scott, 2007).  
 
 
1.3.  HONGOS ENDOFÍTI COS NO Epichloë .  
 
 Epichloë  y Neotyphodium , los endofi t o s sistémi c o s de gramín e a s , son actual me n t e  
l o s género s mejor conoci d o s y más estudi a d o s  entre los hongos endofíticos. Sin embargo, 
este grupo sólo repres e n t a una pequeñ a part e de la enorme diver s i d a d de espec i e s 
endofí t i c a s que se conoce n hasta la fecha.  
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1.3.1.  A b u n d a n c i a y diversi da d taxonóm i c a . 
 
L a s asociaci o n e s entre endofito s no sistémi c o s y plantas vienen marcad a s por la 
ubicuidad. Hasta la fecha se han descubierto endofitos en todas las es pecies vegetale s que 
han sido analiza d a s (Saikko n e n et al . , 1998; Stone et al . , 2004; Arnold, 2007) y en los 
ecosiste ma s más variados , desde bosques tropic a l e s , a tundras y desi ert o s (Fishe r et al ., 
1995; Arnold et al ., 2000; Higgins et al . , 2006; Murali et al., 2007; Porras-Alfaro et al., 
2008) . Dicho de otra manera ; en la actual i d a d , descub r i r una especi e vegeta l sin endofi t o s 
se consideraría una rareza.  
 
La divers i d a d taxonó mi c a de los endofi t o s no sistémi c o s es notabl e . El número de 
especi e s endof í t i c a s asoci a d a s a cada especi e vegeta l es elevado ; en censos de endofit o s 
anterio r e s al año 2000, como media se identif i caron unas 50 especies por cada especie de 
planta anali z a d a (Stone  et al., 2004). Cuando se empeza r o n a utiliz a r método s molecu l a r e s 
para la identi f i c a c i ó n de especi e s fúngic a s este nú mero aume nt ó debi do a que las especi e s 
estéri l e s pudier o n ser clasif i c a d a s (Arnol d et al. , 2000; Guo et al . , 2000). Este avance ha 
supues t o que en algunos censos se hayan detect a d o cientos de especi e s endofí t i c a s en una 
sola especi e vegeta l (Colla d o et al ., 1999; Arnold et al ., 2000).  
 
Los censos de especies endofíticas han mo stra d o la existe n c i a de una gran 
diversi d a d taxonómi c a en este grupo de hongos , en el cual se encuen t r a n espec i e s 
perte n e c i e n t e s a numero s o s órden e s y género s . Sin embar g o , la mayor í a de estos taxon e s 
perte ne c e n a la divisi ón Ascomyc o t a (Stone et al ., 2004; Arnold, 2007). Esta diversidad 
tambié n se ha observ a d o al estudi a r los endofi t o s asocia d o s a una especi e hosped a d o r a en 
parti c u l ar (Dant i et al., 2002; Higgins et al., 2007;  Duong et al . , 2006; Ganley y 
Newco mb e , 2006 ; Mora k o t k a r n et al . , 2006; Pinnoi et al. , 2006; Hata y Sone, 2008; 
Kharwa r et al . , 2008). 
 
A pesar de esta notable abundanc i a y vari abil i d a d taxonómi c a , hay dos motivos por 
los cuales se debe pensar que la diversi d a d  observ a d a en muchos censos de endofi t o s es 
una infrae s t i ma c i ó n . En primer lugar, la mayorí a  de los censos realiza dos se han basado en 
espec i e s culti va b l e s en medio s sinté t i c o s , lo cual excl uye a los biotr o fos oblig a d o s . 
Algunos estudio s han mostrad o la existen c i a de  endofi t o s de este tipo utiliz a n d o técnic a s 
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basadas en la amplificación selectiva de DNA fú ngico presente en tejido de planta (Duon g 
et al . , 2006; Neubert et al., 2006; Galler y et al ., 2007). En segundo lugar, las curvas de 
acumul a c i ó n de especi e s que mues tr a n como aumenta el número de especie s fúngic a s 
según aume nt a el número de planta s analiz a d a s  han resulta d o ser no asintót i c a s en algunos 
censos bastante intensivos (Arnold et al ., 2000; Arnold y Lutzoni, 2007); ésto indica que 
existe n más especi e s endofí t i c a s de las que se han identi f i c a d o en estos trabaj o s .   
 Dentro de una misma espec i e huésp e d , la compo s i c i ó n de su micob i o t a endof í t i c a 
varía dependiendo de factores geográficos como la distancia entre plantas (Collado et al., 
1999; Arnold et al . , 2003; Gange et al . , 2007), o la estaci ó n del año (Colla d o et al., 1999).  
Estos factore s contri b u y e n a la  notable diversidad observada en la micobi o t a endofí t i c a . 
 
 
1.3.2.  Especificidad de tejidos. 
 
L o s endofito s no sistémic o s se han encontra do en diversas partes de las plantas, 
como hojas , tallos , órgan o s repro d uc t o r e s e inclu s o semil l a s. Esto los disti n g ui rí a de las 
micorriz a s , las cuales solo infe ctan la raíz de las plantas.  Sin embargo alguno s endofi t o s 
pueden tambié n alojar s e en tejido s de la ra íz, por lo que en ocasio n e s la distin c i ó n in vivo 
no es firme . 
 
En los estudios con hojas, que son los ór ganos en los que más se ha estudiado la 
presenc i a de endofit o s (Arnol d , 2007), las tasas de  infecc i ó n son elevad a s , ya que entre el 
78 y el 100% de las hojas anali z a d a s conti e n e n endof i t o s (Petr i n i et al., 1982; Arnold et al., 
2000). Al estudi a r la distri bución de los endof it o s en las hojas, se han obtenid o 
estimac i o n e s que indican que entr e el 30 y el 73% de los fragm e n t o s de cada hoja puede n 
estar coloniza d o s por endo fit o s (Rodrig u e s , 1994, Arnold et al ., 2000).   
 
En estudi o s realiz a d o s a fi nales del siglo pasado se vi o que es habitual que haya 
difer e n c i a s entre la frecue n c i a de endof i t o s aisl a d o s de vario s órgan o s de la plant a (Fish e r y 
Petrini, 1992; Rodrigue s , 1994; Carroll, 1995). 
 Hasta la actual i d a d , muy pocos estudi o s  hablan de una especificidad de los 
endofitos por el tejido. Se han visto casos de  especificidad de ci ertos endofitos por las 
raíces de las plantas  (Jumppon e n y Tra ppe , 1998; Mandya m y Jumppo n e n , 2005; Waller et 
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al ., 2005; Porras-Alfaro et al., 2008) , y por las semill a s (Gall e r y et al., 2007). En trabajo s 
sobre endofi t o s de hojas, no se puede afirma r que la s especi e s aislad a s mu estr e n 
especificidad por este tejido, ya  que no se han realizado los es tudios pertinentes para saber 
si en otras partes de la plan ta podría n aislar s e las mis mas es peci e s como endofit o s . Lo que 
si se ha observado es que dentro de las hojas  puede existir especifi cidad por la zona donde 
se alojan dichos hongos, ya que se ha  visto que una espe cie desconocida de Phomopsis s e 
aloja únicame n t e en el raquis de las hojas de Spondias mombin  (Rodrig u e s y Sa muel s , 
1999), y en plantas de la especie Neolitsea sericea s e han aislad o unas especi e s de la hoja y 
otras especi e s difere n t e s del peciol o ( Hata y Sone, 2008 ) . En otro estudio se ha encontr a d o 
especifi c i d a d de endofito s por las aguj as de los abetos de Noruega (Müller et al. , 2001). 
 
Un fenóme n o común tanto para zonas tropic a l e s como templ a d a s , es el de la 
especificidad del endosimbionte por algún tejido ve geta l en particu l a r . Así, se ha visto que 
los hongos xilariáceos tienen preferencia por los tejido s vegeta l e s aéreo s en árbol e s 
tropical e s (Laessøe y Lodge, 1994; Lodge et al., 1996). Sin embargo, esta preferencia de 
los endosimbiontes no se observó en un estudio realizado en Puerto Rico sobre orquídeas 
epífi t a s del géner o Lepanthes, en el que  n o se encontr a r o n diferen c i a s signi f i c a t i v a s entre 
los endofi t o s de las ra íces y hojas (Bayma n et al. , 1997) 
 
 
El ejemp l o más impor t a n t e de la  especifi c i d a d de los endofit os por el tejido es el de 
los endofito s  r a di c a l e s  septados oscuros  (DSE,  del inglés dark septate endophytes), que son 
un grupo divers o de Ascomyc e t e s anamor f o s que co loniz a n los tejidos in tra e intercelulares 
de las raíces de las plantas. Jumpponen y Trappe (1998) los defi nen como Ascomyc e t e s 
conidi a l e s o estéril e s que coloni z a n la raíz de plantas vivas sin causa r, aparen t e me n t e , 
efecto s negati v o s como la desorga n i z a c i ó n de los tejidos . Ahora se sabe que los DSE son 
tan abunda nt e s en la natura l e z a como las mico rri z a s , debido a que son capaces de coloniz a r 
un gran número de plantas en el ecosistema en que se desarrollan, adem á s de por la exten s a 
coloniza c i ó n que sufren las raí ces de las plantas coloniz a d a s .  
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1.3.3.  E s p e c i f i c i dad por el hospeda d o r . 
 
 En varios estudios se ha demostrado como algunas especies de endofito s pueden 
llegar a coloni z a r a divers o s hospeda d o r e s (Arnold y Lutzoni , 2007). En realida d , aparte de 
casos como Epichloë , no se conoc e n mucho s ejemp l o s de espec i f i c i d a d hacia el 
hospedad o r por parte de los endofito s .  
 
Otro ejempl o es un estudi o realiz a d o sobr e endofi t o s de 24 especi e s distin t a s de 
plant as , que inclu y e n 11 fa mil i a s , entre ellas las gramín e a s , en el cual se observ ó que 3 
especi e s de Fusarium  tenían prefe r e n c i a por el hosped a d o r , más que por la localid a d o por 
el hábitat en que crecían las plantas (Maciá - V i c e n t e et al. , 2008). 
 
Sin embargo, lo que si parece claro es que algunas de las es pec i e s más comun e s 
aisladas como endofito s son ge neralistas, capaces de infect a r a numeros o s huéspe d e s . El 
rango de hosped a d o r e s de alguno s hongo s endof í t i c o s es tan amplio que es posibl e que 
hongos de una mis ma es peci e coloni c e n especi e s de planta s distin t a s re lativa me n t e lejanas. 
Esto impli c a que un endofi t o respo ns a b l e de confe r i r toler a nc i a al estré s en una espec i e de 
planta s podría ser usado para coloni z a r a hospe dad o r e s asintomá t i c o s , y conferir benefici o s 
simila r e s . Endofi t o s como Alternaria, Penicillium  o Piriformospora , poseen un alto rango 
de hospeda d o r e s (Stone et al . , 2004; Waller et al ., 2005).  
 
Un último ejemp l o son los DSE, que gener al m e n t e se encue n t r a n asoc i a d o s con 
conífe r a s , princi p a l me n t e Erical e s , aunque también se han aislado como endofito s de 
gramí n e a s . 
 
 
1.3.4.  T r a n s m i s i ón . 
 
L a trans mi s i ó n de endof i t o s puede ser horizon t a l , cuando el inóculo entra en 
conta c t o con una plant a y la infecta , o vertica l , cuando la planta infecta da produce semilla s 
tambié n infect a d a s . Aunque hay casos como Epichloë  y Neotyphodium c u y a transmi s i ó n es 
verti c a l , la trans mi s i ó n horiz o nt a l parec e se r el mecan i s mo predo mi n a n t e en los hongo s 
endofí t i c o s . Alguno s estudi o s han mostra d o que las semil l a s y las plánt u l a s están 
I n t r o d u c c i ó n 
 
 24
virt u a l me n t e libre s de endofi t o s , y la incide n c i a de éstos se increme n t a cuand o las hojas o 
las semil l a s envej e ce n (Arno l d et al. 2003; Galle r y et al. 2007). Esto implic a la existe n c i a 
de un inócul o extern o a la planta que entr a en cont act o con ella y la infecta .   
 
En vista de que los endofi t o s no suelen i nducir síntoma s a sus huésped e s , queda la 
incer t i d u mb r e sobre donde se pue de produci r el inóculo endof í t i c o , ya que la produ c c i ó n de 
inócul o fúngic o suele estar a veces asocia d a a la formac i ó n de lesion e s y estruc t u r a s a 
menudo ma croscópicas en plantas. Los endo fi t o s que se compor t a n como saprof i t o s 
latentes, podrían producir el inóculo tras la muert e de su  hospedad o r . En estos casos, la 
hojar a sc a y otros restos veget a l e s podrí a n se r un foco de inócul o de endofi t o s (Bills y 
Polish o o k , 1994). En planta s vivas se conocen situaciones en las cuales se producen 
conidi o s de manera imperc e p t i b l e en la superficie foliar (Tadych et al . , 2007) . Por último , 
alguno s insect o s podría n jugar un papel import a n t e en la dispe r s i ó n del inócu l o endof i t i c o , 
al ser las espor a s de algun a s espec i e s resi ste n t e s al paso por su aparato digesti v o 
(Devaraj a n y Suryanar a y a n a n , 2006).  
 
 
1.3.5.  T i p o s de interacc i ó n planta-h o n g o endofíti c o .  
 
Dentro de la gran varied a d de especi e s de hongos que se compor t a n como 
endof i t o s , es posib l e hacer alguna s agrup a c i one s según la natur a l e z a de la inter a c c i ó n 
simbió t i c a que mantie n e n con sus huéspe d e s .   
 
Algunas especi e s identi fi c a d a s  en censos de endofitos  s o n p a t ó g e n o s latent e s . El 
estado de latenci a se define como el periodo en el cual una planta  está infecta d a por un 
patóge n o pero no mue str a síntoma s (Agrio s ,  2005) . Esta defini c i ó n se refier e a una 
situac i ó n en la cual los síntoma s van a aparec e r  más tarde. Por lo tant o, al recolectar tejido 
asinto má t i c o para determi n a r la presen c i a de  endofi t o s es posibl e que este tejido esté 
infectad o por patógeno s latent e s . En algunos trabaj o s se ha n reinocul a d o artifici a l me n t e 
endofitos, y como resultado se han obser v a d o sínto ma s de enferme d a d (Phot i t a et al ., 
2004) , o se ha compr o b a d o que ciert a s espec i e s endof í t i c a s eran conoc i da s como patóg e n o s 
en su huésped (Moste r t et al . , 2000).  
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En otros casos, un hongo puede actuar como p a t ó g e n o en unas plantas y com o 
endofit o en otras plantas de la misma especie . Fusarium moniliforme  causa pudrición de 
granos , raíces , tallos y plántu l a s de maíz, además de produc i r cinco tipos de toxina s 
implicadas en la producción de cáncer de esófago en Suráfrica (Rheeder et al., 1992; Bacon 
y Hinton, 1996). Existe  evidencia de que F. moniliforme pue de ser más común como 
endofi t o que como patóge n o en zonas templa d a s y tropica l e s . Como eje mplo , en un estudio 
reali z a d o en zonas templ a d a s , se aisl ó Fusarium d e todos los órgano s del total de planta s 
muestr e a d a s (Keder a et al., 1994). Así mis mo, en un estudio r ealiz a d o en Nigeri a , de la 
mayorí a de los granos y plántu l a s asin t o má t i c as de maíz se aisl ó F. moniliforme c o m o 
endofi t o (Thoma s y Budden h a g e n , 1980). En las infecc i o ne s asinto má t i c a s en maí z, las 
hifas crece n inter c e l ul a r me n t e , mient r a s que en  las patog é nic a s el creci mi e n t o es ademá s 
intrac e l ul a r (Bacon y Hinton , 1996). Dado que  hay crecimi e n t o activo del hongo, puede 
existi r además produc c i ó n de micoto x i n a s ;  ésto sugi e r e que puede producir s e 
conta mi n a c i ó n por estas toxin a s en el maíz y sus derivad o s sin que haya evidenc i a de 
infecci ó n fúngic a . Estas situac i o n e s pueden ser interp r e t a da s, al menos, de dos manera s : el 
genotip o de la planta influye en la conduct a del hongo, o tamb ién podría ser el genotipo del 
hongo el que dicte su tipo de interac c i ó n con la  plant a . Un ejemp l o del último supue s t o es 
un estudi o en el que se demost r ó que la di ferencia genotípica entre un hongo patógeno y un 
endofit o puede ser mínima , iden tif i c á n d o s e un mutante en un solo locus de un aislado 
patógeno de Colletrotrichum magna que se compo r t a b a como endof i t o (Free ma n y 
Rodrígue z , 1993). 
 
También se han observ a d o situac i o n e s en las que un hongo actúa como patógeno 
en unas especi e s de planta s y como endofi t o en otras espec i e s . Esto se ha compro b a d o 
con varias espec i e s de  Colletotrichum que son patóg e n o s de una espec i e pero puede n 
infec t a r asint o má t i c a me n t e otras espec i e s de plant a s (Redma n et al., 2001). En este estudio 
también se observar o n situacio n e s en las que algunos aislados de Colletotrichum podía n 
comporta r s e como endofito s en una variedad y no  ser capaces de infectar otras variedades 
de la mis ma especi e hosped a d o r a . 
 
Otras espec i e s endof í t i c a s se compor t a n como s a p r o f i t o s latent e s , es decir, hongos 
que infect a n asint o má t i c a me n t e  a la planta y que cuando és ta senesce o muere coloni z a n 
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sus tejido s , pudien d o llegar a formar estruc t u r a s reprod u c t i v a s y comple t a r su ciclo de vida 
(Promp u t t h a et al. , 2007). 
 
Por último , exist e n inter a c c i o n e s en las cuales el endof i t o se comport a como un 
simbi o n t e mutua l i st a . Este tipo de interacciones son bi en conocidas en el caso de los 
endofi t o s Epichloë y  Neotyphodium.  En el caso de otras es pec i e s endof i t i c a s , aunqu e no 
han sido estudia d a s tan a fondo, también abu nd a n los ejempl o s . El desent r a ñ a r si una 
simbio s i s con un hongo endof í t i c o es de tipo mu tual i s t a o no puede ser una tarea labor i o s a , 
ya que por definic i ó n las plan ta s infec t a d a s no muestr a n sínto ma s . No obstant e se han 
descub i e r t o basta nt e s situa c i o n e s en las cuales , bajo la influe n c i a de factor e s de estrés 
biótic o o abióti c o , las intera c c i ones con endofitos son beneficios a s para las plantas . Esta 
evide n c i a , que parec e ir en aumen t o , de la na tur a l e z a mutua l i s t a de bast ant e s asoci a c i o n e s 
de plantas con endofitos, ha llevado a algunos autores a postu l a r que las inte r a c c i o n e s con 
estos hongos son muy importa n t e s para la ad aptación y supervivencia de las plantas 
(Rodr i g u e z y Redma n , 2008) . Debid o al inter é s de este tipo de inter a c c i o n e s , se discu t e n en 
una sección aparte .  
 
 
1.3.6.  I n t e r a c ci o n e s mutua l i st a s . 
 
S e conocen varios casos de ventajas conferi d a s por endofit o s a plantas en 
condici o n e s de estrés causad o por f a c t o r e s abióti c o s . Uno de los más interesantes es el 
caso de la gramí n e a Dichantelium lanuginosum que crece cerca de fuent e s terma l e s , en 
suelo s que llega n a alcanz a r tempe r a t u r a s de  50ºC. Las plant a s crece n en estos lugar e s 
gracia s a su asocia c i ó n con el hongo Curvularia protuberata , un endofi t o de la raíz. Este 
endofi t o ha sido inocul a d o en planta s de to mat e , confi r i é n d o l a s termo t o l e r a n c i a (Redma n 
et al . , 2002; Márquez et al ., 2007).  O t r o caso es el de  a l g u n o s aislado s endofít i c o s de 
Colletotrichum magna que  p r o d u c e n un aumento de la superv iv e n c i a de plantas de sandía 
en condic i o n e s de estrés hídric o (Redma n et al., 2001). Con respec t o a la salini d a d , 
Piriformospora indica , un basidi o my c e t e endofí t i c o que inf ect a a raíces de varias especi e s 
de planta s , aume nt a la tolera n c i a a la salinida d en plantas de cebada  ( Wa l l e r  et al., 2005). 
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También se han observad o casos en los cu ales la asociac i ó n con endofit o s está 
relac i o n a d a con un aumen t o de la  resiste n c i a de las plantas a f a c t o r e s de estré s bióti c o  
tales como herbív o r os o patóge n o s (Zaba l g o g e a z c oa , 2008) . Algun a s espec i e s 
entomo p a t ó g e n a s como Cordyceps bassiana o Torrubiella confragosa , pueden colonizar 
como endof i t o s dive r sas espec i e s de plant a s (Bill s , 1996; Quesa d a Morag a et al ., 2006; 
Zabalg o g e a z c o a et al . , 2008b), algo que también se ha observad o con hongos nema tófa g o s 
(Borda l l o et al . , 2002). La presen c i a de este tipo de hongos podría altera r las poblac i o n e s 
de herbív or os cercana s a planta s infect a d a s y ex ist e un interés en la utili za c i ó n de este tipo 
de endofito s como agentes de control biológic o . 
 
El aumen t o de la resis t e n c i a a nemat o d o s y hongos en plant a s infec t a d a s por 
endóf i t o s puede atrib u i r s e a tres mec a n i s mo s : inducc i ó n de los mecani s m o s de defens a por 
parte del endofit o , producc i ó n de substancias antibióticas que inhiben a patógenos, o 
compet i c i ó n con otros organ i s mo s por el espacio o los nutrien t e s de la planta.  
 
 Piriformospora indica , parec e induc i r mecan i s m o s de de fens a en planta s de cebada . 
En las planta s infect a d a s por este endofi t o ha y una respuest a de defensa con muerte celular 
local i z a d a cuand o las plant a s son ataca da s por Fusarium culmorum  o por Blumeria 
graminis (Wall e r et al . , 2005). Un mutant e endofi t i c o no patóge n o de Colletotrichum 
magna proteg e a planta s de sandí a fr ente a aislados patógeno s de Colletotrichum, Fusarium 
oxysporum  f.sp.  niveum y  Phytophthora capsici ( F r e e ma n y Rodrigu e z , 1993; Redman et 
al., 2001), aunque el nivel de protección observado no era total, como se podría espera r de 
una inducc i ó n sistémi c a de resist e n c i a , los au tores de este trabajo sugieren que este 
endofi t o podría causar una inducc i ón , al menos pa rcia l , de los mecani s m o s de defens a en la 
plant a .  
 
Son relati v a me n t e comune s los ejempl o s de endofi t o s produc t o r e s de substa n c i a s 
anti bi ó t i c a s (Liu et al . , 2001; Strobe l , 2002; Schulz y Boyle, 2005; Park et al . , 2005; Ináci o 
et al ., 2006; Ki m et al . , 2007; Wang et al . , 2007). Si estos compues t o s fuesen produci d o s in 
planta,   p o dr í a n const i t ui r un mecan i s mo de de fensa cont ra hongos patóge n o s . Endofi t o s 
de los géneros Chaetomium y Phoma  protegen al trigo frente a la roya de las hojas, ya que 
las lesio n e s son de menor tama ñ o en plant a s infect a d a s por estos endofi t o s , y lo mismo 
sucede si las plantas son rociadas con extrac t o s líquid o s de cultivo s de endofitos (Dingle y 
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McGee, 2003; Istifadah y McGee, 2006). En este caso, los endofitos podrían producir 
substa n c i a s que inhiben a los patógen o s , aunque  tambié n estas substa n c i a s podría n induci r 
mecan i s mos de defen s a en la plant a . Algun a s espec i e s endof í t i c a s de Fusarium  producen 
un aumen t o de la resis t e n c i a a nemat o d o s en  planta s . Aunqu e se ha observ a d o que los 
extrac t o s líquid o s de cultiv o s  de aisl ado s endofit i c o s de F. oxysporum  inhiben a 
Meloidogyne incognita ( H a l l ma n n y Sikora, 1996) , e l mecani s mo de protecc i ó n podría ser 
más compl e j o que la simpl e produ c c i ó n de subs t a n c i a s tóxic a s , ya que en exper i me n t o s con 
planta s de banano con raíces dividi d a s , la resiste n c i a al nematod o Radopholus similis  se 
observó también en la mitad de raíz  no inoculada con el endofito (Vu et al . , 2006). 
 
La inoculación de plantas de cacao ( Theobroma cacao ) con una mezcla de seis 
espec i e s endof í t i c a s común me n t e asoc i a d a s a la planta , produj o una reducc i ó n del tamaño 
de las lesione s causa d a s por Phytophthora  sp. (Arnol d et al . , 2003). En este estudi o se 
observ a r o n difere n c i a s en el tamaño de las le siones entre hojas inoculadas y no inoculadas 
por endof i t os en la misma plant a , por lo tanto ,  el mecanis m o de prot ecc i ó n no parece estar 
basado en la inducci ó n sistémi c a de defensa s de la planta, si no que podría estar relaci o n a d o 
con la competi c i ó n entre endofi t o s y pat ógenos por el espacio y los nutrientes. 
 
Otro tipo de compe t i c i ó n direc t a entre e ndofi t o s y patógen o s puede darse si un 
endófito tiene la capacidad de parasi tar otros hongos. Este es el caso de Acremonium 
strictum, un endofit o relativ a me n t e común en varias es peci e s de plantas , que es un parásito 
del patógeno de la patata Helminthosporium solani (River a - V a r a s et al . , 2007).  
 
 
1.4.  IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LOS HONGOS ENDOFÍTICOS. 
 
L a prime r a motiv a c i ó n extra acadé mi c a que di o un impuls o a la invest i g a c i ó n sobre 
endofito s fue la toxicosi s del ga nado alimen t a d o por pastos de Festuca o  Lolium infectado s 
por Neotyphodium lolii  y N. coenophialum . Las impor t a n t e s pérdi d a s econó mi c a s causa d a s 
por estos hongos en Estados Unidos y Nueva Zeland a dieron lugar a un avance import a n t e 
en el conocimiento de estos organismos y aportar on soluciones al problema  de la toxicid a d .  
En la actual i d a d , el manejo de la  toxici d a d de endofi t o s del género Neotyphodium  está 
dirigido a evitar los daños en el ganado, a la ve z que sirve para aprovec h a r las ventaja s de 
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la asocia c i ón endof í t i c a para las planta s . Una deriva c i ó n de la invest i g a c i ó n sobre la 
toxicida d en variedad e s forrajer a s ha sido la  explota c i ó n de las ventaja s adaptat i v a s 
aportadas por endofitos de Epichloë / Neotyphodium  en gramí n e a s utili z a d a s en céspe d e s 
(Zabalgo g e a z c o a y Vázquez de Aldana, 2007). 
 
Desde el punto de vista de la Fitopatologí a , hay varios mo tivos  que just i fi c a n el 
interés por los endofito s . Estos hongos se asemej an a los patógenos en varios procesos del 
ciclo de la enfer me d a d (Agrio s , 2005). Los endofi t o s pueden llevar a cabo los proces o s de 
penetr a c i ó n , infecc i ó n , y en algunos casos de in vasión de la planta; sin embargo, ni causan 
enfer me d a d , ni son elimi n a d o s por una respu e s t a de defensa del huésped. De ahí que surjan 
cuest i o n e s como, ¿Por qué algun o s hongo s causa n enfer me d a de s y otros no? . ¿Cómo puede 
un hongo evadir las defens a s induci b l e s de una pl anta ? . Este tipo pregun t a s son el result a d o 
del conoci mi e n t o sobre endofi t o s y pueden de rivar en hipótes i s para estudia r los 
mecan i s mos de patog e nic i d a d o de  evolució n de la virulenc i a . 
 
 A juzgar por los resulta d o s obteni d o s en  censos de endofi t o s , es posibl e que la 
mayorí a de las especi e s que infect a n a una  especi e vegeta l no sean patóge n a s , sino 
endofi t a s . Sin embarg o , ya hemos visto que un hongo que se compor t a como endofi t o en 
una especi e puede ser un patóge n o en un huéspe d de otra especi e (Redma n et al ., 2001). 
Estas observ a c i o n e s hacen pensar que lo que se conside r a un “ patógeno especializado ” , 
porque sólo causa enfermedad en una especie, sea posibl e me n t e un endofit o en otras 
especi e s . Tambié n nos remonta n a casos de parásito s animales , como algunos virus de 
simi os (ej. Simi an Herpe s virus B, tal vez VIH) que son endémi c o s e inclus o asint o m á t i c os 
en sus huésp e d e s , pero al  cambia r de esp ecie e infecta r huma no s tienen un efecto letal 
(Nsab i ma n a et al ., 2008).  
 
Dada la ubicui d a d de los endofi t o s en los te jidos vegetal e s , es muy  posible que al 
infectar plantas los patógeno s  tengan que interac t u a r con los endofitos. En algunos casos 
estos endofito s pueden alterar el  curso de las enfermedades, lo que sugiere que el grupo de 
los hongo s endof í t i c o s alber ga espec i e s potenc i a l me n t e útile s como agent e s de contr ol 
biológic o ; de ahí que tengan potencia l como  agente s de contro l biológ i c o , contra 
enfer me d a d e s y plagas de plant a s , e in clu s o de anima l e s (Back ma n y Sikor a , 2008; 
Zabalgo g e a z c o a , 2008; Zabalgo g e a z c o a et al ., 2008b). 
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 Algunas especies endofíticas producen una me jora de la toleran c i a a factore s de 
estrés abióti c o tales como sequía , altas temp er a t u r a s , o exceso s o defici e n c i a s de alguno s 
nutrientes en el suelo. Este otro aspecto sugiere que existen endofitos que pueden ser 
utiliza d o s para la mejora de plantas .  
 
Los endofi t o s tambié n consti t u y e n una fuente  import a n t e de substa n c i a s de interé s 
far maco l ó g i c o (Strobe l , 2002). Es posible que  la producc i ó n de substan c i a s antibió t i c a s 
ayude a estos hongos a preservar su nicho ante  otros comp eti d o r e s . Un claro ejemplo de 
este tipo de substa n c i a s es el taxol, que es  un diterpen o i d e muy ef ica z como fungi c i d a y 
como agente antit u mor a l , el cual es producido en la corteza del árbol Taxus brevifolia, y 
tambié n por uno de sus hongos endofí t i c o s , Taxomyces andreae ( S t i e r l e et al., 1993). Otro 
ejempl o son los hongos de la famili a Xylariaceae, u n a de las más comune s en los endofi t o s 
de zonas tropic a l e s , los cuales produc e n a bundantes substancias bio ac t i v a s como son las 
citocala s i n a s y griseofu l v i n a s (Whalley y Ed wards, 1987). Buena evidenci a del interés de 
los hongos endof í t i c o s para la indust r i a farma c e ú t i c a es que este trabaj o ha sido financ i a d o 
por Merck, Sharp & Dohme; extra c t o s de todo s los aislad o s descri t os en ella han sido 
analiz a d o s para compro b a r si poseía n  activi d a d antifú n g i c a y antibacteriana. 
 
Otra utilid a d de los endofi t o s puede ser en la  industr i a del petróle o , ya que es una de 
las princ i p a l e s conta mi n a n t e s del me dio a mbi e n t e ,  y desde hace años se investig a el posible 
uso de los microo r g a n i s m o s para degrad a r es os contami n a n t e s a metabo l i t o s menos tóxico s 
y persistentes, en el proceso conocido como biorreme d i a c i ó n (Atlas y Cernigl i a , 1995). En 
la zona templ a d a se han reali z a d o vario s ensayo s para detect a r hongos biorre me d i a d o r e s , 
como las espec i e s Phanerochaete laevis y Cunninghamella echinulata var. elegans (Bogan 
y La mar , 1996; Bayma n y Benne t t , 2004) . En los trópi c o s , estos estud i o s han sido poco 
abordad o s , pero los pocos datos existen t e s mue s tra n un buen potenci a l de las especie s de 
esta zona. Se han aislado dos hongos endofíti cos (uno de ellos pert ene c i e n t e al género 
Xylaria ) de algas marina s tropic a l e s , que han mo stra d o activi d a d en la descomp o s i c i ó n de 
hidroca r b u r o s como el fenantr e n o (Aceve d o , comuni c a c i ó n person a l ) .  
 
 Finalme n t e , si tal como se ha estima d o , hoy en día se conoce n menos del 10% de 
las especies de hongos que podr ían existir (Hawksworth, 2001) , es muy posible que el 
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estudio de los hongos endofi ticos que habitan en los ecosiste ma s conlleve al 
descubr i mi e n t o de nuevas especie s de hongos.  
 
 
1.5.  TÉCNICAS MOLECULARES APLICADA S A LA IDENTIF I CACIÓN DE 
HONGOS ENDOFÍT I C O S .  
 
 Debido a los efecto s benefi c i o s o s y pe rjud i c i a l e s , al interé s suscit a d o y a la 
releva n c i a adquir i da por los hongos endofí t i c o s , la biología molecula r ha tomado un papel 
esencia l para los investi g a d o r e s , ya que dive rs a s técnic a s han permit i d o un mejor estudi o y 
clasif i c a c i ó n de los hongos endofí t i c o s . 
 
Es común que al aislar endofi t o s un número c onsid e r a b l e de cepas sean estériles, lo 
cual dificu l t a su identi f i c a c i ó n , al carec e r de las car acte r í s t i c a s taxonó mi c a s   necesarias. En 
algunos casos los aislado s estéri l e s son agrupa d o s en ‘morfo t a x o n e s ’ o ‘morfo e s p e c i e s ’ , en 
base a las caract e r í s t i c a s macros c ó p i c a s de los culti vo s tales como color , tasa de 
creci mi e n t o o aspect o del micel i o (Poli s h o o k et al . , 1996; Umali et al., 1999; Arnold et al . , 
2000; Fröhli c h et al., 2000) y son usados frecue n t e me n t e como unidade s taxonó mi c a s 
funcio n a l e s (Guo et al., 2000, 2003; Arnold et al., 2003).  
 
Esta dificul t a d para identif i c a r cultivo s es tér i l e s es común en estud i o s de endof i t o s 
anteri o r e s al siglo XXI (Petrin i et al., 1982; Espinos a - G a r c í a y Langenh e i m , 1990; Johnso n 
y Whitney , 1992; Fisher et al., 1993, 1994, 1995; Taylor et al., 1999). Las técnicas 
moleculares representan una solución para resolver problemas en taxonomí a de hongos 
(Takamt s u , 1998; Rangho o et al., 1999), y en varios estudi o s han sido usadas para la 
identi f i c a c i ó n de hongos (Rollo et al., 1995; Ma et al., 1997; Zhang et al., 1997).  A 
princip i o s del siglo XXI, los datos de secu enc i a s molecul a r e s del RNA ribosómi c o han 
sido usados para identif i c a r cu ltivos estériles y evaluar lí mite s de morfota x o n e s (Colla d o et 
al., 1999; Arnold et al. , 2000; Guo  et al. , 2000).  
 
A finale s del siglo XX, es cuando se empeza r o n a aplica r técnic a s mol ecu l a r e s al 
estudi o de las planta s (Hamb y  y  Zi mmer, 1988; Ha mby  et al . , 1988; Bousqu e t et al . , 1990; 
Bruns  et al ., 1990) y de los hongos (O'Donnell, 1992; Simo n et al ., 1992; Kiss y Nakasone, 
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1998) , siendo poster i o r me n t e aplica d a s al es tudio de los hongos endofít i c o s (Sharpl e s et 
al . , 2000; Müller et al ., 2001).  
 
En los últimos años, diverso s trabajo s en  los que se han utilizado métodos basados 
en el DNA, han permit i d o aislar o identi f i c a r una diversa poblaci ó n endofít i c a compues t a 
por hongos de partes asinto má t i c a s de las planta (Redli n g y Carris , 1996; Saikko n e n et al., 
1998; Girlanda et al., 2002; Arnold et al., 2003).   
 
El estudio de las secuenc i a s de DNA ri bosómi c o ha proporc i o n a d o informa c i ó n útil 
acerca de algunos grupos de Ascomyce t e s y Basi di o my c e t e s , en partic u l a r sobre relaci o n e s 
evolut i v a s y de especi a c i ó n , junto con la biogeo g r a f í a . Dentro del locus D N A r , la región 
del espac i ad o r inter n o trans c ri t o (ITS, del i nglé s inter na l transc r i be d space r ) ha sido 
parti c u l a r me n t e útil en el análi si s de es peci e s cerca n a s en muchos géner os (Zerv a k i s et al ., 
2004). El operón rrn (Figur a 6) está repres e n t a d o por una o varias copias en cada 
organi s mo . Este comple j o tiene varios domini o s que están involu c r a d o s en divers a s 
funcio n e s (Jorge n s e n y Cluste r , 1988) y además  tienen difere n t e s util i d ade s para anál i si s 
filogenéticos. Los  genes 18S y 28S RNAr han variad o poco a lo largo de la evoluc i ó n , por 
lo que son estables y de gran utilidad en el  encauza mi e n t o de hipó tes i s filoge néticas que 
involucr a n a un amplio rango de organismo s (Bruns et al., 1990; Cullings, 1994; Maidak et 
al., 1997). Por otro lado, los ITS son zonas que evoluc i o n a n rápida me n t e y sus secuen c i a s 
pueden variar entre especie s , por lo que pueden ser usados para determin a c i o n e s 
interespecíficas (Jorgensen  y Cluster, 1988; Cullings et al . , 1996; Vogler y Bruns, 1998), y 
a veces en estudi o s de relaci o n e s intrae s p e c í f i c a s (Baura et al., 1992). El espaci a d o r 
inter g é n i c o (IGS, del ingl é s inter ge n i c spacer ) , una región no codifica n t e , es susce pt i bl e de 
ser utiliza d a para el estudio de poblaci o n e s (Jorgensen y Cluster, 1988; Appel y Gordon, 
1996). 
 
 
Figura 6.  Estruc tur a del operó n rrn. ITS: región espac ia dor a intern a transcrita. IGS: espaciador intergén ico. 
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 Entre los dos ITS, ITS1 e ITS2, se encuentra ubicado el  gen 5.8S RNAr. Este gen, 
al igual que el 18S y el 28S su fre una evoluc i ó n relati v a me n t e lenta, pero el hecho de que 
esté locali z a d o dentro del ITS hace que sea utilizado generalmente como una herramienta 
taxon ó mi c a , ya que habit u a l me n t e se utili z a j unto con las regione s ITS. Ade más, un punto 
que apoya la utilizac i ó n de esta región es que contiene  una información filogenética 
consi d e r a b l e , parti c u l a r me n t e con respe c t o a la profund i d a d de las ramas basale s 
(Hershko v i t z y Lewis, 1996). 
 
 Sin embarg o , actual me n t e la abunda nc i a y el fácil acceso a las secuen c i a s de la zona 
ITS de hongos que se encuentran depositadas en  las bases de datos públicas, como la base 
de datos GenBank que contenía 21.075 secuenci a s de ITS de hongos a princip i o s de 2004 
(Lutz o n i et al., 2004), así como la infor ma c i ó n que aporta  esta región y el constan t e aporte 
de nuevas secue n c i a s por parte de muchos i nves t i ga d o r e s , hace que sea la más indic a d a en 
la actual i d a d para la identi f icación de especies y estudi os de diversidad de hongos 
endof í t i c o s . 
 
 
1.6.  LAS GRAMÍNEAS. 
 
E s t e traba j o está cen trado en el estudio de los h ongos endofíti c o s no pertenec i e n t e s 
a los género s Epichloë  y Neotyphodium,  asocia d o s a cuatr o espec i e s de gramí n e a s : Dactylis 
glomerata, Ammophila arenaria, Elymus farctus y  Holcus lanatus .  Por lo tanto, al ser 
hongos aisla d o s de una de las famili a s de planta s más import a n t e s , vamos a descri bi r 
breveme n t e las caract e r í s t i c a s más releva n t e s de este grupo. 
 
Las g r a m í n e a s ( D i v i s i ó n : Magnoliophyta , clase: Liliopsida, subclase : 
Commelinidae , orden: Poales, fa mi l i a  Poaceae ) son plantas herbácea s , perennes o anuales. 
Son la cuarta fa mili a con mayor riquez a de especi e s , con más de 670 género s y cerca de 
10.000 especie s descrit a s , tras las compue s t a s ( Asteraceae ) , las orquíde a s ( Orchidaceae ) y 
las legumi n o s a s ( Fabaceae ) , pero es la prime r a en impor t a n c i a econó mi c a mundi a l (Judd et 
al., 2002), ya que la mayor part e de la dieta de los sere s humano s provie n e de las 
gramíne a s , tanto en forma directa (granos de cereales, harinas y aceites), como indirecta 
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(carn e , leche y huevos que provien e n del ganado y las aves que se alimen t a n de los pastos 
o granos ) .  
 
 
1.6.1.  C a r a c t e r í s t i c a s general e s .  
 
L a s gramín e a s son planta s que presen t a n una estructura ve ge t at i va bast a nt e 
unifor me (Figur a 7). Las raí ces princi p a l e s suelen ser fibrosa s ; las secunda r i a s o 
advent i c i a s brotan en muchos casos de los nudos  de los tallos, como suce de en el maíz.  
Los tallos son general m e n t e  herbáceos (en gramíneas de césped) o huecos (en el 
bambú) , aunque hay excepc i o n e s , como los ta llos medular e s del maíz y los leñosos de 
alguno s bambúe s . 
 
Las hojas, que nacen en los nudos de los tallos, constan de dos partes: vaina y 
limbo. La vaina envue l v e el peciol o y sujeta la  zona forma da por un tejido de crecimi e n t o 
bland o llama d o meris t e m o . El tallo de las gr amín e a s no crece en longit u d por el ápice, 
como en casi todas las demás planta s , sino en cada uno de los nudos.  
 
Otra carac t e r í s t i c a disti nt i v a de las gramí n e a s es la lígul a , una breve prolo n g a c i ó n 
me mbra n o s a , pubesc e n t e o pilosa , que se insert a en el punto de unión de la vaina y el limbo 
foliar e s . Su función es descono c i d a , pero se  cree que sirve para evitar que la humeda d 
penetr e en la zona compren d i d a entre el tall o y la vaina . No todas las gramí n e a s tiene n 
lígula . 
 
El limbo folia r es largo y estrec h o , con nerv ios paralel o s , aunque present a grandes 
varia c i o n e s de for ma y tamañ o . El creci mi e n t o se produ c e en su área meris t e má t i c a , situa d a 
en la base, por encima de la unión con la vain a, y no en el ápice, al  contrario de lo común 
en casi todas las demás plant a s . Por tanto , inclu s o si se corta el  extremo superio r de la hoja, 
el limbo puede conti n ua r creci e n do . Esta pe culia r i d a d , combina d a con la presenc i a de 
tejido meris t e má t i c o en los nudos de los ta llos y el hecho de que las gramíne a s se 
rami f i q u e n cerca del suelo , permi t e a estas plan t a s sopor t a r los rigore s de muchos medio s 
natur a l e s y artifi c i a l e s inacc e si b l e s a otras especi e s vegeta l e s .  
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Figura 7. Es tru c tur a de una gramín e a .  
 
 
Las flores suelen ser incons p i c u a s , pe ro casi siemp r e se agrup a n en grand e s 
inflo r e s c e n c i a s , a veces visto s a s , como en el maíz. Casi todas las gramí n e a s son de 
polin i z a c i ó n anemó f i l a , y por ello tiene n flore s muy senci l l a s y reduc i d a s . Las flore s 
indiv i d ua l e s de las gramí n e a s se llama n flósc u l o s . Carec e n de sépal o s y pétal o s . El ovari o 
único es súpero (situa d o por encima de las ot ras estruct u r a s florale s ) y está rematad o por 
dos estigmas plumosos. Al madurar, el ovario se  transforma en un fruto peculiar de una 
sola semil l a llama d o carió p s i de , carac t er i z a d o por la fusió n de la semi l l a y la pared del 
ovario . Ningun a poácea tiene nectar i o s , si bien  la polini z a c i ó n por in sectos se conoce en 
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algunos pastos de bosques, especialme nte en pequeñ a s bambus o i d e a s (Soder s t r o m y 
Calderón , 1971).  
 
La dispe r s i ón de las semil l a s se produ c e princ i p a l me n t e por anima l e s ; si unas pocas 
gramín e a s tienen frutos verdad e r o s (una excepc i ó n es Alvimia, una bambuso i d e a ) puede 
haber otras estruc t u r a s que atraig a n a los an ima l e s , como los elaio s o ma s (Davi d s e , 1987) , 
así como ganch o s y aguj as media n t e los cuale s las diásp o r a s se fijan a los anima l e s (ej. 
Centotheca). Las semil l a s , en gran númer o de esp eci e s , son disper sa d a s por el viento , por 
ejempl o , por tener largos pelos en las arist a s , mien t r a s que Spinifex  y otros géneros son 
plant a s rodan t e s . Las arist a s puede n ayuda r en la  dispe r s i ó n de las semil l a s por vient o y por 
anima l e s . 
 
Los flóscu l os de las gramín e a s están agrupa d os en unidad e s llamad a s espícul a s o 
espigui l l a s . Cada espigui l l a consta de un eje o raquis a lo largo del cual se dispone n los 
flósculos. Cada uno está encerrado por una br áctea extern a llamad a lema y otra inter n a 
llama d a pálea. En la base del raquis hay dos  brácte a s llama d a s gluma s que están vacía s . 
Las glumas y lemas suelen ser duras, y con fr ecuencia se prolongan en una púa; la pálea es 
delica d a y membra n o s a . 
 
 
1.6.2.  D i s t r i b u c i ó n .  
 
L a s gramí n e a s son planta s de gran import a n c i a ecológi c a , debido a su relevan c i a 
biológic a , pues se calcula que ocupan el 20 % de la superfic i e vegetal del mundo. Es una 
fa mil i a que ha sido capaz de conqui s t a r la mayor í a de los nichos ecológi c o s de la Tierra , 
desde zonas desér t i c a s hasta eco sist e ma s marinos , de zonas situ a d a s por encima del círcu l o 
polar ártico hasta la Antártid a, pasando por las regiones te mpla d a s y los trópico s . Su 
capacida d adapta t i v a se debe a la enor me  diversidad mor fológica, fisiológica y 
reproduc t i v a de sus especies . Abundan sobre todo en hábita t s abiert o s , y en paraje s como la 
sabana , las prader a s y las estepa s tiende n a domina r , llega n d o inclu s o a consti t u i r banda s 
de vegetac i ó n muy extendi d a s que confier e n una fision o mí a propia al  terri t o ri o ; pero 
tambié n hay muchas especi e s forest a l e s , sobre todo en los trópicos. Algunas están 
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adapt a d a s a hábita t s de aguas salada s y dulces , aguas estanca d a s y corri e n t e s; otras flota n 
en la superficie del agua y no están unidas al suelo.  
 
Algunas de las especi e s de gramí ne a s silves t r e s  más comune s en España son: 
Cynodon dactylon, Dactylis glomerata, Lolium perenne, Phleum pratense y  Poa pratensis, 
t o d a s ellas fácil me n t e ident i f i c a bl e s en cuneta s , prado s , herba z a l e s , etc. 
 
 
1.6.3.  I m p o r t a n c i a económi c a . 
 
E l culti v o de cerea l es es la base del desar r o l l o de las prime r a s socie d a de s 
civili z a d a s tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo. Entre los cereale s más importa n t e s 
están el trigo, con las 2 especi e s funda me n t a l e s , el de grano duro ( Triticum durum) y el de 
grano blando ( Triticum aestivum) , la cebada ( Hordeum vulgare ) , la avena ( Avena sativa) , 
el cente n o ( Secale  cereale ) , el arroz ( Oryza  sativa) y el maíz ( Zea  mays) , amp l i ame n t e 
culti v a d o s en las regi o ne s templ a d a s (Figur a s 8A-G ) . En las regi o n e s tropi c a l e s de Áfric a y 
de Asia oriental , además del arroz, está bast ant e difundi d o el mijo, cereal con gran aporte 
energé t i c o , cuyas princi p a l e s especi e s por impor t a n c i a económi c a son Pennisetum glaucum 
( F i g u r a 8H), Setaria italica , Panicum miliaceum , Eleusine coracana y Panicum virgatum . 
 
Ademá s , la fa mi l i a Poaceae  aporta casi todo el azúcar del mundo, extraído del 
culmo de la caña de azúca r ,  Saccharum  officinarum ( F i g u r a 9A), ampl i a me n t e culti v a d o 
en las regi one s tropi c al e s . Otra plant a de la famil i a , el bambú (Figu ra 9B), sirve como 
mater i a l de const r u c c i ó n y fuent e de alime n t o , ademá s de usars e tambi é n en la fabri c a c i ó n 
de papel. La citron e l a , un aceite ligera me n t e dulce y alimon a d o  u s a d o en perfume r í a y 
utili z a d o como repel e n t e de insec t os , es una esenc i a desti l a d a de las hojas de las espec i e s 
Cymbopogon nardus (Figura 9C) y Cymbopogon winterianus .  
 
Tambié n las gramín e a s son la princi p a l fuent e de alimen t a c i ó n de los animal e s 
herbí v o r o s domés t i c o s y salvaj e s , que pastan  en praderas, sobre todo alguna s especi e s 
forra j e r a s perte ne c i e nt e s a los géner o s  Anthoxanthum ,  Festuca ,  Lolium y Poa, l a s cual e s 
crece n en zonas templ a d a s de Europa .   
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F ig u ra 8.  Principales cereales cultivados a nivel mundial. A .  Trigo de gran o duro ( Triticum durum ). 
B.  Trigo de grano bland o ( Triticum aestivum) . C .  Cebad a ( Hordeum vulgare). D .  Aven a ( Avena 
sativa ). E.  Cente no ( Secale  cereale) . F.  Arro z ( Oryza  sativa ). G .   Maíz ( Zea  mays ) . H .  Mijo 
( Pennisetum glaucum ). 
 
 
Otra aplica c i ó n de las gramín e a s de cons id e r a b l e impor t a n c i a econó mi c a en mucha s 
partes del mundo es la plantaci ó n de lo s césped e s orname n t a l e s y deport i v o s .  
 
Pero no todas las gramíne a s son benefic i o s a s ; alguna s se conside r an ma las hierbas, 
ya que invaden los cultivos y reduce n el rendimi e n t o globa l ,  pues compite n con la especie 
cultiv a d a , dificu l t a n d o la recolec c i ó n o reducie n do el valor nutri t i v o del produ c t o . Ademá s , 
algunas gramíneas tropicales forrajeras pr oduce n en determi n a d a s condici o n e s 
concen t r a c i o n e s mortal e s de ácido cianhí d r i c o .  
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Figura 9.  Otros cultiv os econó mica men te imp o r tan tes de gramín eas. A.  Caña de azúcar  ( Saccharum 
officinarum) .  B.  Bamb ú dor ad o ( Phyllostachys aurea ) . C.  Citro n ella ( Cymbopogon nardus) .  
 
 
 
1 . 6 . 4 . Especi e s de gramíne a s analiza d a s . 
 
N u e s t r o estudi o se centra en 4 especi e s  de gramín e a s adapta d a s a difere n t e s 
hábi t at s : 
-  Dactylis glomerata 
-  Holcus lanatus 
-  Ammophila arenaria 
-  Elymus farctus 
 
 
1.6.4.1. Dactylis glomerata. 
 
E s una gramíne a perenn e , nativa de Europa , del Oeste de Asia y del Norte de 
África. Su distribu c i ó n es cosmopol i t a , na tur a l i z a da en toda Améri c a templ a d a y en 
Oceaní a , tant o que en determi n a d a s áreas es una especie invasora . Habita desde zonas de 
altitud baja hasta nivele s alpino s , en un amp lio rango climát i c o . En la zona central de 
España esta especi e es común en pastos se mi ári d o s y otras zonas donde escasea el agua. 
A CB
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Esta capaci da d de adapta c i ó n a la sequía cont ra s t a con las otras especi e s de gramín e a s que 
han sido estudiad a s en esta tesis.  
 
Es una planta robusta y cespitosa con tall os erectos de 15 a 140 cm de altura, y 
compri mi d o s en la base. Sus hojas son la mpiñas , verdes o al go glaucas , y vainas 
aquil l a d a s . Posee inflo r e sc e n c i a s en paníc u l a s rígid a s , despa r r a ma d a s o densa s , erect a s, con 
ramas basal e s sin espi g ui l l a s en  una gran área (Figura 10A).  
 
Su nombre fue deriva d o de la for ma de su  inflor e s c e n c i a (Figur a 10B), ya que la 
palabra griega dactulos, que signifi c a dedo, y hace referenc ia a las rami ficaciones de la 
infl o r e s ce n ci a . Se reprod u c e sexua l me n t e por semil l a y asexu a l me n t e a travé s de materi a l 
veget a t i v o . Flore c e de mayo a septi e mbr e (Hubb a r d , 1984) . 
 
 
F i g u ra 10.  A.  Características morfológicas de Dactylis glomerata. CE y CH: se mil las; 
F y L: lemas; FL: anteras; G1 y G2: glumas; LI: líg u la; LO: lod ícu la; P: pálea. S: 
esp igu illa; (Hub b ard , 1984 ). B.  Espiga s de Dactylis glomerata.  
 
 
 
A B 
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Ademá s , esta planta es un excele n t e past o forrajero, debido a su s altos rendi mi e n t o s 
y contenidos en glúcidos (Ackerma n et al . , 1987) . En prader a s artif i c i a l e s es comp at i b l e 
con muchas legumi n o s a s ( Medicago sativa , Lotus corniculatus y varios Trifolium) y otras 
gramí n e a s ( Lolium perenne, Festuca arundinacea , etc.). Cuando se aplican altos nivele s de 
fertili z a c i ó n de nitróge n o es una de las gr amí n e a s de clima templ a d o más produ c t i v a s . Su 
alto creci mi e n t o y hábit o de rebro t e la hacen má s aprop i a d a para un pa store o rotacio n a l que 
continu o . También puede ser utiliza d a para el cont r o l de la erosi ó n del su elo tras la tala de 
bosque s y en hábita t s propic i o s para la fauna silves t r e , en zonas donde la introd u c c i ó n de 
especie s forraje r a s  sea aceptab l e .  
 
 
1.6.4.2. Holcus lanatus . 
 
E s una espec i e peren ne , a veces bianu a l .  Se distribu y e en zonas templada s de 
Eurasia y del noroest e de África (Hubba r d , 1984) . En España suele crecer en lugares 
relati v a me n t e húmedo s , como suelos  encharca d o s u orillas de ríos. 
 Present a tallos de 20 a 100 cm de alto, de nsame n t e cubier t o s de pelos blando s , así 
como las vainas y las hojas, lo que le da frecue n t e me n t e una aparie n c i a ‘lanos a ’ 
característica (Figura 11B). Sus hojas tienen un color verde grisá c e o y son aterciop e l a d a s , 
con venas morada s . La panícul a puede tener ha sta 15 cm de largo, y es relati v a me n t e floja. 
Posee gluma s desigua l e s en anchura . La espigui l l a  tiene 2 flores desigu a l e s , la superi o r más 
pequeñ a , con una arista encorv a d a en ganc ho (Figura 11A). (Hubbard , 1984). Florece en 
prima v e r a , en los meses de mayo a julio. 
 
Es una especie introdu c i d a en Norteamé r i c a y en otras zonas templ a d a s del mundo, 
que result a ser una buena altern a t i v a como recu rso forrajero debido a su gran adaptabilidad.  
 
I n t r o d u c c i ó n 
 
 42
 
Figura 11 . A.  Estruc tu r a de Holcus lanatus. CE, CH y CS: semillas. FL y ST: anteras. FS: lemas. 
G1 y G2: glumas. L 2 : le ma superior. LI: líg u la. LL: lema inferior. LO: lod ícu la; P1 y P2: páleas. S: 
esp igu illa. (Hub b ard , 1984 ). B.  Planta madur a espig ad a de Holcus lanatus. 
 
 
1.6.4.3.  Ammophila arenaria. 
 
 Es una especie xerofí t i c a y psamófi l a orig inar i a de Eurasia y África. Se distribu y e 
pancl i má t i c ame n t e en los cinco cont i n e n t e s (Tut i n et al., 1980; Hubbard, 1984). 
Es una planta perenne, de porte alto, con tallos rectos que pueden medir entre 50 y 
120 cm de altura (Figur a 12A). Las hojas tiene n un color verde grisáceo. Las flores son de 
color amaril l o - p a j a reunid a s en largas espiga s con for ma de huso (Figura 12B), y la 
floración se produce a partir del mes de ma yo. Los frutos forman panícul a s bastant e 
densas. Las raíces son bastante robustas. Se reprod u c e vegeta t i v a me n t e por medio de 
rizoma s y posee glumas persis t e n t e s (Figur a 12C) (Hubba r d , 1984). 
BA
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F i g u ra 12.  A .  Ammophila arenaria en la costa de Ced eir a, La Coru ña . B.  E s p ig as de Ammophila arenaria. 
C .  Caracter í s t i c a s morfoló g i cas de Ammophila arenaria. CE y CH: semill as. F y L: lema . FL: anteras. G1 y 
G2: glu mas. LI: líg u la. LO: lod ícu la; P:  pálea. S: esp igu illa. (Hubb ard , 198 4).  
 
 
1.6.4.4. Elymus farctus . 
 
Elymus farctus ( = Agropyron junceiforme ) es una especi e peren n e , psamó f i l a y 
xerofí t i c a origi n ar i a de las costa s Atlán t i ca s de Europ a . Se encue n t ra en arena l e s marít i mo s 
y sistema s de dunas, siendo frecu ente en las playas junto con Ammophila arenaria, especie 
con la que habitu a l me n t e se encuen t r a en simpat r í a . De todas las especi e s de las dunas, es 
la que crece más cerca del mar, extend i é n d o s e por la playa, muchas veces solapa d a con el 
prime r cintu r ó n de veget a c i ó n . Es resis t e n t e  al enter r a mi e n t o por arena en las dunas y 
toler a bien la sal. No sopor t a las zonas sombr í a s , y aguant a bien el ca lor. Prefi e r e invi e r n o s 
suaves y la humeda d elevad a .  
 
A
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Su tamaño está en torno a los 20-60 cm (Figur a 13B). Está provis t a de largos 
rizoma s , de los que surgen ta llos rígidos de entre 20 y 60  cm de longitud y bastante 
frágiles. Las hojas son grises azuladas, de 2 a 6 mm de ancho y son planas o convolutas, 
con venas promin e n t e s y con una pilosi d a d de nsa en el haz; la lígula no alcanz a el 
milí me t r o de longit u d (Figur a 13A). Como en todas las gramín e a s , las espiga s se dispon e n 
erecta s o ligera me n t e curvad a s , presen t a n d o una longitud de 4 a 20 cm. El raquis y las 
espigui l l a s son glabras (Figur a 13A) (Hubbar d , 1984). Florec e en verano, como mu chas 
planta s de las dunas. 
 
 
F ig u r a 13.   A.  Características morfológicas de  Elymus farctus. BL: nerv io s de las hojas.  
CE y CH: semil las. FL: anteras. L: le ma. G1 y G2: glumas. LI: líg u la. LO: lod ícu la; P: 
pálea. S: esp igu illa. (Hubb ard, 198 4). B.  Espig a de Elymus farctus. 
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En la actualid a d , los hongos endofiti c o s mejor conocid o s son algunas especie s de 
Neotyphodium  y Epichloë , que infec t a n a gramín e a s . Diver s o s aspec t o s bioló g i c o s de estos 
hongos han sido bien estudi a d o s  e inclus o el genoma de E. festucae ha sido secue nc i a d o 
recien t e me n t e . Sobre otros tipos de endofit o s la infor ma c i ó n dispon i b l e es escasa, tanto en 
gramí n e a s co mo en otras famil i a s de plant a s . El  objet i v o gene r a l de este traba j o es estud i a r , 
desde el punto de vista de su divers i d a d bi ol ógi c a , las caract e r í s t i c a s de la micobi o t a 
endofí t i c a asocia d a a cuatro especi e s de gramí n e a s adapt a da s a disti n t o s hábit a t s . 
 
 Los objetivo s específi c o s son los siguient e s : 
 
1.  Realizar un censo y ana lizar la estructu r a de la micobiota endofitica de Dactylis 
glomerata ,  Holcus lanatus ,  Ammophila arenaria y  Elymus farctus. La primera 
espec i e tiene una distri b u c i ó n muy variab l e , pero es común en pasto s semi á r i d o s y 
otras zonas con esca sa hume da d . Por el contra r i o , la segunda especie abunda en 
suelo s encha r c a d o s o muy húmed o s , mient r a s que las dos última s especi e s crece n 
en simpat r í a en playas . 
 
2.  C o mpa r a r las micob i o t a s de las gramí n e a s simpá t r i c a s Ammophila arenaria y 
Elymus farctus, identi f i c a n d o las especie s e ndofi t i c a s genera l i st a s y otras 
especializadas en un solo hospedador. 
 
3.  Estudiar las diferencias cuan t i t a t i v as y cualit at i v a s exist e n t e s entre las micobi o t a s 
present e s en distint o s órganos de la  planta: hojas, raíces y rizoma s.  
 
4.  E s t u d i a r el efecto de la distanc i a geogr á f i c a en la compo s i c i ó n de la micob i o t a 
endof í t i c a . 
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3.1. RECOLECCIÓN DE MUESTRAS. 
 
Las plantas muestreadas no presentaban, a simple vista, síntomas de enfermedad 
tales como clorosis, manchas en las hojas u otros tipos de lesiones causadas por patógenos. 
Todas las plantas fueron desenterradas en el campo y transportadas al laboratorio, donde 
fueron procesadas en menos de 48 horas para el aislamiento de hongos endofíticos. 
 
Las plantas de Dactylis glomerata fueron muestreadas en 10 localidades de la 
provincia de Salamanca, 1 de Ávila, 1 de Cáceres y 2 de La Coruña (Tabla 1), siendo 
recogidas un total de 120 plantas durante el verano y el otoño de 2003 y a lo largo de los 
años 2004 y 2005. 
 
En la provincia de Salamanca, las plantas fueron recogidas en diferentes hábitats 
ecológicos, como orillas de ríos, pastos semiáridos de dehesas o fuentes de aguas 
sulfurosas (Tabla 1). El número de plantas recolectado fue diferente entre localidades, y en 
cada localidad se dejó una distancia de unos 10 metros entre cada planta muestreada.  
 
Tabla 1. Localidades y tipos de hábitat donde fueron muestreadas las plantas de Dactylis glomerata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota. a Localidades de las provincias de AV: Ávila, CC: Cáceres, CO: La Coruña, SA: Salamanca. 
 
 
LOCALIDADES a HÁBITAT Nº PLANTAS 
Beco, Cedeira. CO Pradera costera 15 
Calvarrasa de Arriba, SA Orilla de río 8 
Casas del Conde, SA Orilla de río 1 
Cristo de Cabrera, SA Cunetas  9 
El Cabaco, SA Bosque de Quercus pyrenaica  13 
Faro, Cedeira. CO Pradera costera 15 
Fuente Roldán, SA Fuente de aguas sulfurosas 2 
Los Montalvos, SA Cuneta 7 
Montemayor del Río, SA Cañada 3 
Muñovela, SA Pastizal de Quercus ilex  6 
Puente Mocho, SA Orilla de río 12 
Sagos, SA Pastizal de Quercus ilex  2 
Valvellidos, CC Pradera 18 
Villafranca de la Sierra, AV Orilla de río 9 
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Además de las 120 plantas asintomáticas, en Montemayor del Río (Salamanca), se 
muestrearon 11 plantas con lesiones en hojas y en tallos. Estas plantas fueron recolectadas 
para aislar patógenos de los márgenes de las lesiones. También fueron recolectados tallos 
secos en 2 localidades de Salamanca: Montemayor del Río (14 plantas), y Muñovela (5 
plantas). Estas plantas se utilizaron para obtener cultivos de hongos saprofitos a partir de 
fructificaciones presentes en los tallos. 
 
El número de plantas muestreadas de Holcus lanatus fue superior al del resto de 
gramíneas analizadas, ya que se recogieron un total de 196 plantas, en 28 localidades 
pertenecientes a las provincias de Cáceres, La Coruña, Oviedo, Salamanca y Zamora 
(Tabla 2). En cada localidad se recolectaron 7 plantas, dejando un espacio de al menos 10m 
entre cada planta muestreada. Las plantas fueron recogidas durante los años 2004, 2005 y 
2006.  
 
Tabla 2. Localidades y hábitats de muestreo de Holcus lanatus. En cada localidad fueron recogidas 7 plantas. 
LOCALIDADES a HÁBITAT 
Aldeanueva del Camino. CC Orilla de río 
Asegur, río Hurdano. CC Orilla de río 
Cabezo, CC Orilla de río 
Camino rural, Hervás. CC Orilla de río 
Casas del Monte. Zona A. CC Orilla de río 
Casas del Monte. Zona B. CC Orilla de río 
Castañar gallego. Puerto Honduras. CC Bosque de roble  y castaño 
Cerezal, CC Orilla de río 
Convento de San José de Batuecas, La Alberca. SA Orilla de río 
Cordobelas, CO Cuneta 
Cristo de la Salud.Puerto Honduras.CC Bosque de roble  y castaño 
Garganta del Infierno. CC Bosque de roble  y castaño 
Fragosa, río Hurdano. Zona norte. CC Orilla de río 
Fragosa, río Hurdano. Zona sur. CC Orilla de río 
Jerte, CC Orilla de río 
Jerte, río Jerte. CC Orilla de río 
Las Caldas, OV Cuneta 
Monasterio de Santa Mª de Moreruela, zona A. 
Granja de Moreruela. ZA Huerto abandonado 
Monasterio de Santa Mª de Moreruela, zona B. 
Granja de Moreruela. ZA Huerto abandonado 
Montemayor del Río, SA Orilla de río 
Moreruela de los Infanzones, ZA Pradera 
Plasencia, río Jerte. CC Orilla de río 
Puerto de Honduras. Bajada al Valle del Jerte. CC Bosque de roble y castaño 
Ruta Heidi, Puerto de Honduras. CC Bosque de roble y castaño 
Tábara. Zona A. ZA Orilla de río 
Tábara. Zona B. ZA Orilla de río 
Tábara. Zona C. ZA Orilla de río 
Torres del Carrizal, ZA Pradera 
Nota: a Localidades de las provincias de CC: Cáceres, CO: La Coruña, OV: 
Oviedo, SA: Salamanca, ZA: Zamora.   
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Las plantas de Ammophila arenaria y Elymus farctus  fueron obtenidas en 7 
localidades de la costa norte de Galicia (Figura 14). Esta zona se caracteriza por su clima 
húmedo Atlántico y una costa de acantilados rocosos entre los cuales hay algunas playas. 
En 4 de las playas (Doniños, Esteiro, Lago y Vilarube) las plantas fueron obtenidas de 2 ó 
3 zonas alejadas al menos 500m. En cada localidad se recogieron 7 plantas de cada especie, 
dejando un espacio de 10m entre cada planta. En total se recogieron 84 plantas de cada 
especie, a lo largo de los años 2005 y 2006.  
 
 
 
Figura 14. Localidades de muestreo de Ammophila arenaria y Elymus farctus en 
playas de siete localidades pertenecientes a la provincia de La Coruña. En las playas de 
las  localidades 1, 4, 6 y 7, las plantas fueron recogidas en más de una zona.  
 
 
 
 
3.2. AISLAMIENTO DE HONGOS. 
 
Para aislar los endofitos de las plantas, se cortaron pequeños trozos de hojas y tallos 
de unos 5 mm de longitud, que se trataron en tubos con una solución de lejía comercial al 
20% (1% de cloro activo) durante 10 minutos. El tratamiento de desinfección fue seguido 
de un lavado con agua estéril y a continuación se colocaron los fragmentos en placas Petri 
de 90 mm de diámetro, con agar de patata y dextrosa (PDA: 4 g/l de peptona de patata; 20 
g/l de glucosa; 15 g/l de agar. Scharlau), conteniendo 200mg/l de cloranfenicol (Panreac).  
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Previamente a la desinfección con lejía, a los fragmentos de hojas de Holcus 
lanatus se les realizó un lavado con una solución acuosa al 0,005% de Tween 20 
(polisorbato 20), que fue utilizado como surfactante, para facilitar el contacto de la 
solución de lejía con la superficie pilosa de las hojas. 
 
Debido a la posible contaminación de las muestras con hongos del suelo, los 
fragmentos de raíces sufrieron un tratamiento más agresivo y fueron superficialmente 
desinfectados por medio de un lavado durante 5 minutos con etanol, seguido de un 
tratamiento con una solución al 1% de cloro activo durante 15 minutos, otra desinfección 
con etanol durante 2 minutos, y finalmente un lavado con agua estéril (Bills, 1996).  
 
Para cada una de las plantas recogidas se prepararon 2 placas, conteniendo cada una 
aproximadamente 15 fragmentos de hojas, que se incubaron en oscuridad y a temperatura 
ambiente (22-26º C). Los fragmentos de tallos de 7 plantas de Dactylis fueron también 
preparados bajo este protocolo. Dos placas similares con fragmentos de raíces fueron 
preparadas para 82 de las 120 plantas de Dactylis, y para 116 plantas de Holcus. Para el 
estudio de Ammophila y Elymus se plaquearon hojas de 84 plantas de cada especie y 
rizomas de 48 plantas de cada hospedador.  
 
Además, se realizaron aislamientos de 10 plantas de Dactylis glomerata con 
lesiones causadas por patógenos. Para ello, pequeñas piezas conteniendo bordes de lesiones 
fueron cortadas y plaqueadas en PDA tras una desinfección superficial con una solución al 
1% de cloro activo y un posterior lavado con agua estéril. De los tallos secos de estas 
plantas con lesiones, se aislaron hongos usando agujas o extrayendo las fructificaciones y 
limpiándolas después en agar de agua, antes de ser plaqueadas en PDA.  
 
Según iban emergiendo hongos de las piezas de hojas, tallos y raíces/rizomas, 
fragmentos de micelio eran transferidos a nuevas placas de PDA de 55 mm de diámetro 
(Figura 15). Estos aislados fueron mantenidos bajo luz natural y a temperatura ambiente. 
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Figura 15. A. Placa Petri de PDA con 12 fragmentos de tallo de Festuca rubra de los cuales comienza a 
emerger el hongo endofítico Epichloë festucae. B. La misma placa con Epichloë festucae  emergiendo de 
todos los trozos de tallo. C. Aislado de Epichloë festucae obtenido de un pequeño fragmento del micelio de 
uno de los tallos de la placa anterior. 
 
 
 
Para inducir la esporulación de los aislados que no produjeron esporas en PDA, los 
hongos fueron plaqueados en otros medios de cultivo: agar extracto de malta (MEA) (Agar 
bacteriológico: 24 g/l; extracto de malta: 20 g/l. Scharlau), agar de agua (WA) (Agar 
bacteriológico: 24 g/l. Scharlau), y agar de agua con hojas de gramíneas autoclavadas 
(Figura 16); cada hongo fue plaqueado en WA con hojas del hospedador del que se aisló. 
Todos estos medios contenían 200 mg/l de cloranfenicol.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Cepa de Leptodontidium orchidicola aislada de Dactylis 
glomerata y plaqueada en: PDA (1), MEA (2), WA (3), y WA con 
hojas de Dactylis glomerata autoclavadas (4). 
 
 
 
A 
C 
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Materiales y métodos 
 
 56
Para comprobar que el método de desinfección utilizado era efectivo para la 
eliminación de hongos epifitos, se realizó una impresión de fragmentos desinfectados de 
hojas, tallos y raíces, haciendo presión contra la superficie de placas de PDA, e incubando 
posteriormente las placas sin los fragmentos de planta. Estas placas fueron observadas 
periódicamente para determinar si había hongos que emergieran de las impresiones (Schulz 
et al., 1998). 
 
 
 
3.3. IDENTIFICACIÓN DE LOS AISLADOS. 
 
3.3.1. Morfológica. 
 
Los aislados obtenidos se observaron con lupa estereoscópica, para ver si el micelio 
había esporulado. Para la observación por microscopía óptica de los cultivos esporulados se 
prepararon tinciones con azul de lactofenol (26 ml de ácido láctico; 26 g de fenol; 52 ml de 
glicerol; 26 mg de azul de algodón; 26 ml de agua destilada. Scharlau) (Figura 17), que 
posteriormente se fijaron con ácido láctico. La identificación morfológica se realizó con la 
ayuda de varias claves de determinación de hongos (Ellis, 1971a, 1971b; Von Arx, 1981; 
Dennis, 1978; Ellis y  Ellis, 1987; Barnett y Barry, 1998; Barnett y Hunter, 1998; Sutton, 
1998; Hanlin, 2001 a, 2001b). 
 
 
Figura 17. Fotografías realizadas mediante microscópia óptica, de algunos hongos endofíticos aislados 
en el estudio y que pudieron ser identificados morfológicamente, mediante tinción del micélio con azul 
de lactofenol. A. Conidios de Curvularia inaequalis. B. Picnidio con setas de Colletotrichum sp. C. 
Conidióforo y conidios de Aspergillus terreus.  D. Conidióforo de Acremonium strictum. 
 
 
Para la identificación morfológica de los aislados que no aparecían en las claves de 
determinación de hongos, o que presentaban una dificultad extrema debido a las escasas 
B DA C
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diferencias entre especies, se contó con la colaboración del Dr. Gerald F. Bills, del 
Departamento de Investigación de Hongos del Centro de Investigación Básica de España 
de Merck, Sharp & Dohme.  
 
 
3.3.2. Molecular. 
 
Debido a que muchos de los hongos no esporularon en ninguno de los medios de 
cultivo utilizados, se realizó una identificación molecular basada en la secuencia 
nucleotídica de la región ITS1-5.8S rRNA-ITS2 (Figura 18). Esta técnica también se 
utilizó para verificar la identificación morfológica, en los casos en que esta pudo realizarse. 
 
 
Figura 18. Estructura de la región ITS1-5.8S rRNA-ITS2, indicando la posición de los 
oligonucleótidos ITS4 e ITS5. 
 
 
La extracción del DNA  se realizó a partir de pequeños fragmentos de micelio 
raspados de la superficie de los cultivos, usando un kit comercial (RedExtract-N-Amp 
Plant PCR, Sigma Aldrich). Debido a que en algunos casos el extracto de DNA  obtenido 
con el kit no amplificaba, los extractos se purificaron con la adición de 1 volumen de fenol 
saturado con 10mM Tris-HCl pH 8,0, la fase acuosa fue recogida tras una centrifugación a 
13.000 rpm durante 10 minutos. Al sobrenadante se le añadió un volumen de cloroformo, 
se centrifugó durante 5 minutos a 13.000 rpm, recogiéndose unos 80 μl de sobrenadante, el 
cual contenía el DNA que sería usado para la amplificación por PCR.  
 
La región ITS1-5.8S rRNA-ITS2 fue amplificada mediante PCR con 2μl del 
extracto de DNA (excepto para los extractos de DNA  pigmentados, para los cuales se 
añadía 1μl del extracto de DNA) y 3μl (0,5μM) por cada uno de los oligonucleótidos ITS4 
(3’TCCTCCGCTTATTGATATGC5’) e ITS5 (5’GCTGCGTTCTTCATCGATGC3’) 
(White et al., 1990) (Figuras 18 y 19). Las condiciones de la amplificación fueron las 
ITS1 ITS2
ITS4 
ITS5 
18S 5.8 S 28S 
Materiales y métodos 
 
 58
siguientes: 95º C durante 2 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94º C durante 1 minuto, 54º 
C durante 1 minuto, y 72º C durante 1 minuto; tras estos ciclos la reacción fue mantenida a 
72º C durante 10 minutos. El amplicón obtenido tras la PCR (Figura 19) fue purificado 
mediante filtración (MSB Spin PCRapace, Invitek), y secuenciado en el Servicio de 
Secuenciación de DNA  de la Universidad de Salamanca, utilizando en kit “Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” y usando un equipo de secuenciación 
ABI PRISM (Applied Biosystem®, EE.UU.). 
 
 
Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa, mostrando los perfiles de 
bandas de DNA  de 8 cepas de endofitos aislados en el estudio (carriles 1-
8). M: marcador de peso molecular Eco Laddder IV (Ecogen). bp= pares 
de bases. 
 
 
Para los aislados de Dactylis glomerata, solamente fue secuenciada una de las 
cadenas del amplicón, usando el oligonucleótido ITS4 (Figura 18). La calidad de la 
secuencia fue analizada por medio del cromatograma de la reacción de secuenciación, 
visualizado con el programa Chromas 1.45 (Technelysium, Australia) (Figura 20).  
 
 
 
Figura 20. Cromatograma obtenido tras la secuenciación de la región ITS1-5.8S rRNA-ITS2 con el 
oligonucleótido ITS4 de uno de los endofitos aislados de D. glomerata, y visualizado con el programa 
Chromas 1.45. 
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Las secuencias nucleotídicas fueron recortadas en el extremo 5’ de la región ITS1. 
El principio de esta región fue identificado por medio de la secuencia conservada 
GATCAT, la cual se encuentra en el extremo 3’ del gen 18S RNAr (Figura 18). El extremo 
3’ de cada secuencia fue recortado en la zona de secuencia donde el cromatograma mostró 
que la calidad de la secuencia era buena, y sin ambigüedades. 
 
Para comprobar si la información obtenida de la secuenciación de una sola hebra 
del amplicón era útil para identificar hongos, ésta se comparó con la información obtenida 
de los amplicones de 12 aislados en los cuales se secuenciaron ambas hebras usando los 
primers ITS4 e ITS5 (Figura 18). La secuencia completa de la región ITS1-5.8S rRNA-
ITS2 fue usada para analizar la fiabilidad de la información taxonómica obtenida con la 
correspondiente secuencia parcial. Para el resto de los hongos del estudio, las 2 cadenas del 
amplicón obtenido por PCR fueron secuenciadas. Las secuencias fueron recortadas en el 
motivo conservado GATCAT del extremo 5’, y en GTTGACC en el extremo 3’. 
 
 Las secuencias de todos los aislados de cada gramínea fueron alineadas usando el 
programa ClustalX 1.81 (Thompson et al., 1997) (Figura 21). Con estos datos, utilizando el  
programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004), se realizó un dendrograma con el método 
Neighbour-Joining  (Saiton y Nei, 1987) y la distancia calculada según el método parámetro 
Kimura 2- parámetros (Kumar et al., 2004). Los grupos de secuencias próximas en el 
dendrograma fueron examinados para determinar el porcentaje de semejanza entre los 
miembros del grupo. Para la mayoría de las especies de hongos, el rango de variación 
intraespecífica en secuencias ITS es desconocida (Taylor et al., 2000), por lo cual 
determinamos que las secuencias con una similitud mayor del 97% fueran consideradas de 
la misma especie. Este porcentaje arbitrario ha sido utilizado en otros estudios de hongos 
(O’Brien et al., 2005; Neubert et al., 2006; Higgins et al., 2006). 
 
 Para encontrar secuencias similares a las obtenidas en la base de datos 
EMBL/Genbank  de secuencias de hongos, se utilizó el algoritmo FASTA (Pearson, 1990). 
El criterio seguido para la identificación fue que en el caso de secuencias que poseían una 
homología mayor del 97% con la secuencia más parecida de la base de datos, eran 
aceptados el género y la especie; para secuencias que poseían una homología entre el 
96,9% y el 95% era aceptado solamente el género, mientras que las secuencias que tenían 
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una homología menor de 95% con la especie más similar encontrada, en la base de datos, 
quedaban designadas como ‘especie desconocida’. 
 
 
Figura 21. Alineamiento obtenido con el programa ClustalX 1.81 de las secuencias de DNA  de los 
hongos endofíticos aislados de la gramínea Elymus farctus.  
 
 
 
 
3.4. CUANTIFICACIÓN DE LA DIVERSIDAD FÚNGICA. 
 
3.4.1. Índices de diversidad.  
 
  Los índices de diversidad están formados por dos componentes: el número o 
riqueza de especies, y el equilibrio o abundancia de cada especie (Ludwig y Reynolds, 
1988; Gove et al., 1994; Krebs, 1989). La literatura apunta la existencia de una gran 
cantidad de índices de diversidad. En este estudio se ha trabajado con uno de los más 
utilizados actualmente: el índice de diversidad de Shannon (Shannon, 1948; Whittaker 
1972). 
 
El índice de diversidad de Shannon (H’) tiene en cuenta dos aspectos de la 
diversidad, la riqueza de las especies y la uniformidad de la distribución del número de 
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individuos de cada especie. Este índice H’ tiene un valor de 0 si solo hay una especie, y 
alcanza su valor máximo si todas la especies del conjunto están representadas por un 
número igual de individuos (Zak y Willig, 2004). En la mayoría de los ecosistemas 
naturales H’ varía entre 1 y 5. En nuestro estudio este índice fue calculado para las especies 
de cada hospedador observadas en cada localidad y para todas las especies observadas en 
cada hospedador en todas las localidades. El índice está basado en la abundancia relativa de 
cada taxón identificado (Zak y Willig, 2004). Su fórmula es: 
 
 
 
 
siendo pi la proporción de individuos de la especie i en la comunidad, medida como la 
razón del número de individuos de la especie i (Ni) sobre el número total de individuos (N);  
pi= Ni / N. 
 
 
3.4.2. Curvas de acumulación de especies. 
 
 Uno de los métodos utilizados con más frecuencia para estudiar la riqueza de 
especies de una población son las curvas de acumulación de especies, que muestran el 
número de especies identificadas conforme se va aumentando el esfuerzo de muestreo, de 
manera que la riqueza aumentará hasta el momento en que por más que se aumente el 
muestreo, el número de especies alcance un máximo y la curva se estabilice en una asíntota 
(Figura 22, curva roja). En ciertas situaciones podrían obtenerse asíntotas antes de que 
muchas especies hubieran sido detectadas, sobre todo por efecto de la estacionalidad, la 
diversidad beta y la abundancia relativa de las especies.  
 
La incorporación de nuevas especies al muestreo se relaciona con la medida del 
esfuerzo de muestreo. Cuanto mayor sea este esfuerzo, mayor será el número de especies 
identificadas. Al principio se observan sobre todo especies comunes, y la adición de 
especies se produce rápidamente; por tanto, la pendiente de la curva comienza siendo 
elevada. A medida que prosigue el muestreo son las especies raras las que hacen crecer la 
curva, por lo que la pendiente de la curva desciende. El momento en el que esta pendiente 
H’ = - Σ pi ln pi  
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se aproxima a cero se corresponde con el número total de especies que podemos encontrar 
en la zona estudiada, con los métodos utilizados y durante el tiempo en el que se llevó a 
cabo el muestreo. El tamaño y la composición de especies de un lugar determinado varía 
con el tiempo (Adler y Lauenroth, 2003), debido a una característica fundamental de la 
distribución espacial de las especies: sus rangos de distribución no son estables a lo largo 
del tiempo.  
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Figura 22. Curva de acumulación de especies asintótica (roja), y no asintótica (verde).  
 
 
 
Las curvas de acumulación de especies son una herramienta importante en estudios 
de biodiversidad (Moreno y Halffter, 2000; Willott, 2001), haciendo de ellas un método 
sencillo y fiable para la valoración de la calidad de los estudios biológicos. Estas curvas 
permiten (Lamas et al., 1991; Soberón y Llorente, 1993; Colwell y Coddington, 1994; 
Gotelli y Colwell, 2001): 
a) Dar fiabilidad a los estudios biológicos y posibilitar su comparación. 
b) Una mejor planificación del muestreo, tras estimar el esfuerzo requerido para 
conseguir datos fiables.  
c) Extrapolar el número de especies observadas en el estudio, para estimar el total de 
especies que podrían llegar a encontrarse. 
 
En nuestro estudio, las curvas de acumulación de especies muestran la relación 
entre el número de plantas o localidades muestreadas y el número de especies de hongos 
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identificadas. Los cálculos para la elaboración de estas curvas se realizaron con el 
programa EstimateS 7.5 (Colwell, 2005), que realiza un muestreo aleatorio sin sustitución 
de las especies de hongos obtenidas de cada planta o localidad (Colwell y Coddington, 
1994). Las curvas de acumulación de especies fueron también elaboradas únicamente para 
las especies plurales, representadas por más de un aislado, y por otra parte para las especies 
singulares o únicas, representadas por un único aislado. 
 
 
3.4.3. Estimadores del número total de especies. 
 
Para la estimación del número total de especies existentes en base a datos obtenidos 
en muestreos, se han desarrollado varios estimadores no paramétricos (Bunge y Fitzpatrick, 
1993; Colwell y Coddington, 1994; Magurran, 2004), algoritmos que emplean 
proporciones de especies raras, únicas o singulares, especies que sólo cuentan con un 
individuo en una muestra o en todo el análisis, con las especies dobles, que cuentan con 
dos individuos en una muestra o en todo el análisis. Estos estimadores tienen su base 
estadística en las técnicas de estimación del número de clases a partir de muestras y de 
captura-recaptura (Heltsche y Forrester, 1983; Chao, 1984, 1987; Smith y van Belle, 1984; 
Chao y Lee, 1992; Bunge y Fitzpatrick, 1993).  
 
Dado que los valores de las especies no observadas se basan en el número de 
especies raras observadas (Colwell y Coddington, 1994; Chazdon et al., 1998), para 
estimar la riqueza se requiere de datos de la abundancia o de la incidencia de especies. En 
los estimadores de riqueza de especies más sencillos (Chao 1, Chao 2 o Jacknife 1 y 2 
(Chao et al., 2004), las especies raras se clasifican como especies con una abundancia total 
de 1 (singulares) o de 2 (dobles) en una muestra basada en la abundancia, y se encuentran 
solamente en una unidad de muestreo (únicos) o en dos unidades de muestreo (duplicados) 
en los datos de incidencia. El estimador ACE (del inglés Abundance-based Coverage 
Estimator) utiliza información adicional basada en especies con diez o menos individuos 
en la muestra (Chao et al., 1993) y el estimador ICE (del inglés Incidence-based Coverage 
Estimator) se basa en las especies halladas en diez o menos unidades de muestreo (Lee y 
Chao, 1994; Chazdon et al., 1998; Magurran, 2004).  
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Ya que los datos de especies obtenidos fueron de incidencia (presencia/ausencia) en 
cada una de las plantas analizadas, para estimar el número total de especies de endofitos 
que podrían estar asociadas con las 4 gramíneas, se calcularon los valores de algunos 
estimadores no paramétricos basados en la incidencia de especies: ICE, Chao 2, Jacknife 1, 
Jacknife 2, y Bootstrap, así como  el estimador Michaelis-Menten (Magurran, 2004). Las 
fórmulas de los estimadores utilizados en el estudio se representan en la figura 23. 
 
 
 
Figura 23. Fórmulas de los estimadores de la riqueza total de especies utilizados en el estudio. 
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3.4.4. Comparación de la micobiota entre hospedadores, tipos de tejidos y localidades.  
 
En el estudio de la micobiota de Ammophila arenaria y Elymus farctus, los 
endofitos fueron clasificados en especies aisladas exclusivamente de cada hospedador, o de 
ambos hospedadores. Las especies aisladas de los dos hospedadores fueron consideradas 
generalistas.  
 
Las diferencias en las medias del número de especies presentes en hojas y raíces o 
rizomas fueron realizadas mediante el test de la t de Student (Pearson, 1939), con α= 0,05. 
Los datos utilizados fueron, en el caso de Ammophila y Elymus, el número de especies 
observadas en 4 muestras de hojas y 4 de rizomas de cada localidad. En el caso de Holcus 
lanatus, los datos utilizados fueron el número de especies observadas en 11 localidades, en 
las cuales se habían hecho aislamientos de hojas y raíces. 
 
Para comparar las micobiotas identificadas en distintas localidades, la similitud de 
la composición de especies en cada pareja de localidades fue estimada con el índice de 
similaridad de Jaccard (Magurran, 2004): 
 
 
 
donde A es el número de elemento comunes a dos conjuntos, B es el número de elementos 
únicos de uno de los conjuntos, y C el número elementos únicos de otro de los conjuntos. 
Es uno de los índices más utilizados para valorar la similitud en la composición de especies 
en una muestra y, por lo tanto, la falta de similitud. Este coeficiente está basado en la 
presencia o ausencia de las especies en cada ambiente, y su resultado vendría dado como la 
proporción o el porcentaje de especies compartidas (Southwood, 1987; Moreno, 2001).  
 
 En nuestro estudio, el índice de Jaccard fue calculado para cada planta o localidad 
con los datos de presencia/ausencia del total de especies de endofitos que aparecían en más 
de una localidad. Tras comprobar que estos datos se ajustaban a una distribución normal 
J clas =
A
A + B + C
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usando el test de Kolmogorov-Smirnov (Chakravart et al., 1967), la relación entre el índice 
de similaridad y la distancia entre localidades fue calculada por regresión lineal.  
 
La similitud de las micobiotas de Ammophila arenaria, Elymus farctus y Holcus 
lanatus en cada una de las localidades a estudio fue estimada con el índice de Jaccard. 
También se usó este índice para estimar la similitud entre las micobiotas de Ammophila 
arenaria y Elymus, 2 gramíneas que crecen en simpatría, en las 12 localidades donde se 
recogieron estas plantas. Las comparaciones de similitud de las medias de las especies 
aisladas de Ammophila, Elymus y Holcus en hojas, raíces/rizomas y para el total de 
especies, fueron realizadas con el test de Student, con α = 0,05.   
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Tras los trata mi e n t o s de desin f e c c i ón s uperfi c i a l utiliza d o s , ningún hongo creció en 
las placas de control en las que fueron reali z a d a s las impres i on e s de hojas, raíce s o rizoma s 
de las cuatro especies de gramínea s , lo que indica que los método s de desinf e c c i ó n fueron 
efici e n t e s para elimin a r los posibl e s hongo s epífi t o s de las planta s y que todos los hongos 
aislados tenían cr ecimi e n t o endofít i c o . 
 
 
4.1 .  MICOBIOTA ENDOFÍTICA DE Dactylis glomerata. 
 
4 . 1 . 1 . Aislami e n t o de endofit o s . 
 
De un total de 120 plantas muestreadas, fueron obtenidos 1100 aislados. Una 
visual i z a c i ó n conjun t a de los aislados obtenidos de cada pl anta sirvió para descar t a r 
múlti p l es culti v o s morfo l ó g i c a me n t e simil a r e s . Como resul t ad o de esta prese l e c ci ó n fuero n 
procesa d o s e identif i c a d o s un total de 311 aislad o s (Tabla 3). Solame n t e de 9 plantas no se 
aisló ningún endofito . En las placas de PDA, el  creci mi e n t o de los hongo s a partir de los 
fragme n t o s de las planta s fue relati v a me n t e rápido , emergi e n d o la mayorí a de los endofi t o s 
en los 15 primeros días de incubaci ó n . 
 
Solame n t e el 18% de los aislad o s obten idos esporularon tras 6-8 semanas de 
incubaci ó n . Los aislados restante s produjer o n mice lio estéril . Cuando lo s aislados estériles 
en PDA fueron plaqueados en medios de cultivo alter n a t i v os , como agar de agua o agar de 
agua con hojas de D. glomerata , muchos de los aislad o s esporu l a r o n , pudien d o ser 
identi f i c a d o s mor fol ó g i c a me n t e . El total de aislados que espo rul a r o n fue del 80%. 
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Ta b la 3.  Localid ad es dond e fueron muestread as las plan tas asin to mática s de Dactylis glomerata, mostr ando 
el númer o de plantas reco g id as , el númer o de aisla d o s obtenid o s y de especie s iden tif icad as en cada loca lid a d.  
 
L O C A L IDA DE S a  Nº PLAN TA S
N º 
AISLA DO S
A I S LA DO S / 
PLAN TA 
Nº 
ESPECIES  
ESPECIES/
 PLANTA 
Beco, Cedeira. Co 15 49 3,3 3 35 2,3 3 
Calva r r a s a de Arrib a , Sa 8 46 5,8 8 34 4,2 5 
Casas del Conde, Sa 1 1 1,00 1 1 
Cristo de Cabrera, Sa 9 18 2,0 0 14 1,5 5 
El Cabaco, Sa 13 28 2,2 3 26 2 
Faro , Ced eira. Co 15 34 2,3 3 21 1,4 
Fuen te Rold án, Sa 2 11 5,5 0 10 5 
Los Monta lv o s, Sa 7 9 1,29 8 1,1 4 
Monte ma yo r del Río, Sa 3 6 2,00 4 1,3 3 
Muño vela, Sa 6  33 5,6 7 19 3.1 7 
Puen te Mocho , Sa 12 36 3,0 0 21 1,7 5 
Sagos, Sa 2 5 2,50 4 2 
Valv ellid os, Ca 18 25 1,3 9 16 0,8 9 
Villafran ca de la Sierra, Av 9 10 1,1 1 7 0,7 8 
TOTAL 120 311 2,6 3* 114 0,9 4* 
 Nota .   a Loca l id a d e s de las prov i n c ia s de Co: La Coru ñ a , Sa: Sala ma n c a, Ca: Cáce re s, Av: Ávil a .  * Media de 
aisl a d o s y de espe c ie s por plan ta . 
 
 
4 . 1 . 2 . Valor de las secuenci a s parciale s para la identifi c a c i ó n . 
 
 L a s secuenc i a s parcial e s obtenid a s con el oligonuc l e ó t i d o ITS4 contiene n la 
secuencia completa del ITS1 y del 5.8S rRNA, pero la mayorí a están incompl e t a s en el 
extremo 3’ de la región ITS2. Por términ o me dio, las secuenc i a s contien e n un 92% del total 
de la secuenci a del ITS2 (Tabla 4).  
 
 Para compro b a r si las secuen c i a s parcia l e s de estas caract e r í s t i c a s son fidedi g n a s 
para la identi f i c a c i ó n de los aislad o s , de un s ubconjunto de 12 aislados elegidos al azar se 
obtuv i e r o n las secue n c i a s compl e t a s , secue nc i a nd o las 2 cadena s con los prime r s ITS4 e 
ITS5. En estos 12 casos, el taxón obteni d o del programa FASTA que  representaba una 
secue n ci a con mayor simil i t u d a las la base de datos EMBL/ G e n b a n k dio el mismo 
resulta d o que la identif i c a c i ó n aportad a por el programa FASTA con la secuenc i a parcia l 
(Tabla 5). Estos resulta d o s sugiere n que las s ecue n c i a s parci a l e s en el extre mo 3’ del ITS2, 
con las caract e r í s t i c a s genera l e s desc ri t a s en la tabla 4, puede n ser tan útile s como las 
secuenc i a s totale s para identif i c a r aislad o s . 
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Ta bla 4 . Dieciséis secuencias de endofitos de D. glomerata elegidas al azar, que fueron obten idas por 
secuen ciación de una única cadena. En la tabla se muestr a el porcent aj e la secuenc i a de ITS1, de 5.8S rRNA, 
de ITS2,  y el porcen taje de la secuen cia total obten ida. 
 
% DE SECUE N C IA  
OBTENIDA *  Nº REFE-
RENC IA 
ITS1 5.8r RNA ITS2 
% TOTAL  
SECUENC I A 
SECUENCIA COMPLETA DE 
REFEREN C IA EN EMBL 
A M26 236 9 100 100 100 100 AB07 9127 - Torrubiella confragosa 
AM26 236 7 100 100 95, 2 98, 4 U773 60 - Stagonospora arenaria  
AM26 241 7 100 100 88, 3 96, 1 AY00 478 1- Drechslera dactylidis 
AM26 241 3 100 100 100 100 AY85 319 9- Discula quercina 
AM26 239 4 100 100 89, 5 96, 5 ASP27 947 9- Arthrinium sp. 
AM26 244 5 100 100 91, 1 97, 0 AF3 464 09 - Cunninghamella elegans 
AM26 240 5 100 100 100 100 AB23 3343 - Glomerella graminicola  
AM26 240 7 100 100 100 100 CCE2 938 12 - Coniothyrium cereale 
AM26 234 7 100 100 100 100 AY37 392 8- Penicillium restrictum  
AM26 240 2 100 100 100 100 CFU279 450 - Chaetomium funicola 
AM26 240 9 100 100 72, 1 91, 7 AJ390 425 - Creosphaeria sassafras 
AM26 234 9 100 100 96, 1 98, 7 PMA246 159 - Periconia macrospinosa  
AM26 243 0 100 100 86, 8 95, 6 AY26 614 4- Helgardia anguioides 
AM26 241 9 100 100 82, 4 94, 1 AF3 464 09 - Cunninghamella elegans 
AM26 239 7 100 100 83, 1 94, 4 AJ413 985 - Aspergillus terreus 
AM26 235 7 100 100 92, 1 97, 4 AJ246 145 - Phomopsis  sp. 
TOTAL  1 00  1 00  9 2, 3  9 7, 5  - 
Nota . * Pa r a estima r el porc e nt aj e tota l de la secu e nc i a obte nid a , cada secu e nc i a parc ia l fue compa r a d a con la 
secu e n ci a compl e t a (ITS1 - 5 . 8 S rRNA - I T S2) de la entra d a mas simi l a r a nuest r a secu e n ci a en la base de dato s de 
hongos EMBL/Ge n B a n k . 
 
 
 
Tabla 5 . Compara c ió n de las identif i c a c i o n e s obten id a s por medio de búsqu ed a s en la base de dato s de 
secuen ci a s de hongos con secu enci a s parciale s y con sus correspondientes secuen cias comp le tas.  
 
Nº REFE- 
RENCI A 
SEC 
PARC
(nt)  a 
SEC 
COMPL 
(nt)  b 
IDENTI DAD FASTA 
CON SECUEN CIA 
PARCIAL 
 
VALOR 
E c 
IDENTI DAD FASTA 
CON SECUEN CIA 
COMPLE T A 
 
VALOR 
E c 
AM262408  353  472  Beauveria bassiana  1 , 9 x 1 0 -71  Beauveria bassiana  3 , 2 x 1 0 -70
AM262444  503  594  Mortierella alpina  3 , 8 x 1 0 -84  Mortierella alpina  2 , 3 x 1 0 -90
AM262418  468  482  Embellisia eureka  5 , 8 x 1 0 -66  Embellisia eureka  4 , 8 x 1 0 -72
AM262430  520  535  Helgardia anguioides 2 , 5 x 1 0 -66  Helgardia anguioides 2 , 3 x 1 0 -77
AM262441  452  499  Rhodotorula minuta  1 , 3 x 1 0 -58  Rhodotorula minuta  6 , 4 x 1 0 -69
AM262371  479  517  Valsa ceratosperma  6 , 3 x 1 0 -53  Valsa ceratosperma  3 , 1 x 1 0 -67
AM262439  483  604  Mycena murina  5 , 5 x 1 0 -76  Mycena murina  9 , 8 x 1 0 -93
AM262979  535  547  Ustilago williamsii  1 , 9 x 1 0 -57  Ustilago williamsii  1 , 7 x 1 0 -57
AM262403  452  500  E n d o f i t o s de raíz de  Epacris  2 , 4 x 1 0
-45  E n d o f i t o s de raíz de  Epacris 3 , 5 x 1 0
-52
AM262343  415  507  Talaromyces ohiensis 5 , 9 x 1 0 -36  Talaromyces ohiensis 2 , 9 x 1 0 -41
AM262424  457  466  Eurotium amstelodami 1 , 7 x 1 0 -59  Eurotium amstelodami 6 , 8 x 1 0 -61
AM262431  479  515  Rhizosphaera kalkhoffii  6x10 -53  Rhizosphaera kalkhoffii  1 , 2 x 1 0 -54
Nota .  a Tama ñ o de secu e n ci a s parc ia l e s, obte n ida s medi a n t e reac ci o n e s de secue n c ia c i ó n con el prime r ITS4 
(Whi t e et al. , 1990 ) . Las cara ct er í st i ca s de esta s secu e n ci a s se muest r a n en la tabl a 4. b Tama ñ o de secue n c ia s 
compl e t a s, obteni d a s por secu enc i ac i ó n de las 2 cade n a s del repl i c ó n. c  Número de result a d o s positi v o s de la 
base de dato s que se podr í a n enco n t r a r debi d o al azar. 
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4.1.3. Identificación de los aislados. 
 
E l 65,8% de las especi e s aislad a s espor u l a r o n y se pudier o n utiliz a r caract e r e s 
morfoló g i c o s para su identif i c a c i ó n . Ade más, los caract er e s molec u l a r e s sirvi e r o n para 
contr a st ar la ident i fi ca c i ó n mo rfo l ó g i c a de los cultiv o s espor u l a d o s , o para ident i fi ca r los 
aislad o s estéri l e s . En todos los casos la identi f i c a c i ó n mor fol ó g i c a y molecu l a r 
coinc i di e r o n en la identi d a d de los aislad o s . En el caso de la identi f i c a c i ó n por medio de 
caract e r e s molec u l a r e s , para identi f i c a r aisl a do s pert e ne c i e n t e s a la misma espe c i e se 
elabor ó un dendro g r a ma con todas las secuen c i a s obteni d a s , un total de 202. Cada ra ma del 
dendr o g r a ma con secue n c i a s simil a r e s fue anali z a d a , y los aisla d os cuyas secue n c i a s 
difer í a n en menos de un 3% de su secue n c i a nucleotí d i c a fueron consider a d o s de la mis ma 
especi e . Establ e c e r esta distin c i ó n de especi e s impli c ó que aisla d o s de géner o s como 
Arthrinium, Chaetomium, Penicillium , Phaeosphaeria , Phomopsis  y  Stagonospora,  se 
agruparan en diferentes especies, denominadas A, B, C, etc. (Figur a 25). Aplica nd o este 
criter i o , las secuen c i a s sirvie r o n para iden ti f i c a r 105 especi e s de hongos (Figur a s 24 y 25). 
Las secue nci a s selecc i o na d a s tambi én permi t i e r on elabo ra r dendr o g r a ma s  donde se refleja n 
las relacio n e s entre los aislado s de Basidio my c e t e s y Ascomy c e t e s basada s en la simili t u d 
de las secuenci a s de la región ITS1 -5.8S rRNA- ITS2 (Figuras 24 y 25).  
 
Un grupo de hongos estériles pe rtenecientes a 18 taxones di ferentes no pudieron ser 
identi f i c a d o s a nivel de género por tener secuen c i a s muy diferen t e s de las registr a d a s en la 
base de datos EMBL (Tabla 6). Del mis mo mod o, los que tenían secuen c i a s simil a r e s , por 
no corresp o n d e r s e con ningún taxo n identifi c a d o (Tabla 6). Sin embargo, las secuenci a s 
sirvie r o n para distin g u i r estas especi e s de  otras y para clasif i c a r estos hongo s como 
Ascomyc e t e s o Basidi o m y c e t e s . Las secuen c i a s nucle o t í di c a s de cada espec i e fuero n 
enviadas a la base de datos EMBL/Gen b a n k ) .  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 24.  Dendro gr a ma realiz a d o con las secu en c ia s de la región ITS1 -5 .8 S rRNA -I TS 2 de Basid iomyc e te s media n te el métod o Neigh bou r- Jo in i ng, y con la distancia 
gen ética calcu lad a según el méto do Kimu ra 2-p arameter. Los corch etes ind ican familias y las lín eas verticales órd en es. La barra  de la escala (0,0 5) ind ica 5 sustitu cion es 
cada 100 nucleó ti d o s . 
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Figura 25.  Dendr og r ama elab or ad o con las secu encias de la reg ión ITS1 -5 .8S rRN A- ITS2 de los 
Ascomyc e t e s de Dactylis glomerata y realiz a d o con el méto do Neig hbo ur- J o in ing , y con la dista n c ia gené tica 
calc u lad a según el méto d o Kimu r a 2-par ámetr o s . Los corch e tes indican famil ia s y las líne a s vertic a le s 
órd en es. La barra de la escala (0,0 5) ind ica 5 sustitu cion es cad a 100 nucleótid o s . 
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Ta bla 6.  Especie s de endofi to s aislad o s de Dactylis glomerata e identific a d o s por me dio de caract e r e s morfológ i c o s y/o molecul a r e s ,  y aislad os que no pud ier on ser 
iden tificado s deb ido a la esterilid ad del cultiv o y a la baj a hom o lo g ía con secu en cias nucleo tíd icas cono cid as, o alta homo lo g í a con secuen cias de hongos no iden tificadas 
en la base de dato s del EMBL. 
 
N º AISLA DOS Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A  
IDENTIFICACIÓN   
MOLECULAR a  
% IDENTI D A D 
FASTA a  
IDENTIFICACIÓN 
PROPU E S TA  H o j a s R a í c e s To ta l 
- Cladosporium s p . n . s . c  - Cladosporium s p . 17 3 20 
AM26 243 0 Helgardia sp .  Helgardia sp . 9 6, 95 Helgardia sp . 1 1 7 18 
AM26 239 0 Acremonium sp .  Acremonium strictum 9 9, 80 Acremonium strictum 1 7 0 17 
- Penicillium sp . n.s. c  - Penicillium sp . 6 10 16 
AM26 239 3 Alternaria sp . Alternaria sp.  1 00 ,00 Alternaria sp.  1 2 2 14 
- Epicoccum sp .  n . s . c  - Epicoccum sp .  1 0 4 14 
- Podospora sp . n . s . c  - Podospora sp . 9 f  3 12 
- Phaeosphaeria s p . n.s. c  - Phaeosphaeria s p . 8  f  2 10 
AM26 242 0 Epichloë typhina Epichloë typhina 1 00 ,00 Epichloë typhina  8 0 8 
AM26 242 5 Fusarium sp . Fusarium sp .  1 00 ,00 Fusarium sp . A  5 3 8 
AM26 240 0 Chaetomium sp . Chaetomium sp .  9 9, 60 Chaetomium sp . A  6  f  1 7 
AM26 234 0 Microdochium phragmitis  Microdochium phragmitis 1 00 ,00 Microdochium phragmitis  6 0 6 
AM26 240 7 Micelio estéril Coniothyrium cereale 1 00 ,00 Coniothyrium cereale 5 0 5 
AM26 241 4 Micelio estéril  Drechslera s p . 99,83 Drechslera s p . 2 3 5 
AM26 243 3 Micelio estéril Leptodontidium orchidicola 98,38 Leptodontidium orchidicola 3 2 5 
AM26 242 6 Fusarium sp . Fusarium culmorum 1 00 ,00 Fusarium culmorum 3 1 4 
AM26 234 4 Penicillium  sp. Penicillium sp .  9 9, 04 Penicillium sp . A  1 3 4 
AM26 234 5 Penicillium  sp. Penicillium sp .  9 8, 85 Penicillium sp . B  2 2 4 
AM26 234 7 Penicillium  sp. Penicillium sp .  9 9, 61 Penicillium sp . D  2 2 4 
AM26 234 8 Penicillium  sp.  Penicillium  sp . 1 00 ,00 Penicillium  sp . E  2 2 4 
AM26 235 1 Micelio estéril Phaeosphaeria s p .  9 9, 60 Phaeosphaeria sp. A  2 2 4 
AM26 240 5 Colletotrichum sp. Glomerella sp . 9 7, 33 Glomerella sp . 3 0 3 
AM26 240 8 Beauveria bassiana Cordyceps bassiana 1 00 ,00 Cordyceps bassiana 3 0 3 
AM26 241 6 Drechslera biseptata Drechslera biseptata 9 9, 82 Drechslera biseptata 3  f  0 3 
AM26 241 7 Micelio estéril Drechslera dactylidis 9 9, 82 Drechslera dactylidis 2 1 3 
AM26 242 8 Fusarium sp . Fusarium oxysporum 9 9, 36 Fusarium oxysporum 1 2 3 
AM26 243 4 Micelio estéril Leptosphaeria s p .  9 9, 58 Leptosphaeria sp.  3 0 3 
AM26 236 0 Micelio estéril Podospora decipiens 1 00 ,00 Podospora decipiens 3  f  0 3 
AM26 237 0 Trichoderma sp. Trichoderma viride 1 00 ,00 Trichoderma viride 2 1 3 
AM26 239 2 Acremonium sp. B b  Nectria mauritiicola 9 1, 37 Acremonium sp. B 2 0 2 
Ta bla 6. Con tin u a c ió n. 
 
N º AISLA DOS Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A  
IDENTIFICACIÓN   
MOLECULAR a  
% IDENTI D A D 
FASTA a  
IDENTIFICACIÓN 
PROPU E S TA  H o j a s  R a í c e s  To ta l  
AM26 239 4 Arthrinium s p . Arthrinium sp.  9 2, 62 Arthrinium sp.  A  2 0 2 
AM26 239 5 Arthrinium s p . Arthrinium s p . 1 00 ,00 Arthrinium s p . B  2 0 2 
AM26 241 0 Micelio estéril Cyathicula sp .  9 7, 70 Cyathicula sp .  1  f  1 2 
AM26 241 2 Micelio estéril Davidiella tassiana 1 00 ,00 Davidiella tassiana 2 0 2 
AM26 242 2 Penicillium sp . Eupenicillium s p .  9 8, 43 Eupenicillium s p .  0 2 2 
AM26 244 3 Laetisaria arvalis b,d  Amauroderma subresinosum 7 7, 15 Laetisaria arvalis 2 0 2 
AM26 234 3 Paecilomyces  sp.  b  Talaromyces ohiensis 9 4, 63 Paecilomyces  sp. 2 0 2 
AM26 234 6 Penicillium sp. Penicillium sp .  9 9, 81 Penicillium sp . C  0 2 2 
AM26 235 3 Micelio estéril Phaeosphaeria avenaria 9 8, 54 Phaeosphaeria avenaria 2 0 2 
AM26 236 4 Sordaria  sp.  Sordaria macrospora 9 9, 81 Sordaria macrospora 0 2 2 
AM26 236 8 Micelio estéril  Stemphylium solani 9 9, 23 Stemphylium solani 2 0 2 
AM26 237 1 Micelio estéril  Valsa sp .  9 5, 65 Valsa sp .  2 0 2 
AM26 239 1 Acremonium sp. A b  Nectria mauritiicola 8 9, 72 Acremonium sp. A 1 0 1 
- Arthrinium s p . n . s . c  - Arthrinium s p . 1 0 1 
AM26 239 6 Micelio estéril Ascochyta s p . 9 6, 15 Ascochyta s p . 1 0 1 
AM49 081 6 Aspergillus fumigatus Neosartorya sp.  9 8, 43 Aspergillus fumigatus 0 1 1 
AM26 239 7 Aspergillus sp . Aspergillus terreus 9 9, 18 Aspergillus terreus 0 1 1 
AM26 239 8 Auxarthron compactum  Auxarthron conjugatum 9 9, 78 Auxarthron conjugatum 1 0 1 
AM26 239 9 Anamo r fo de  Phialophora   Calycina herbarum 9 8, 64 Calycina herbarum 1 0 1 
AM26 240 1 Chaetomium sp . Chaetomium sp .  9 5, 10 Chaetomium sp . B  0 1 1 
AM26 240 2 Chaetomium sp . Chaetomium funicola 9 8, 65 Chaetomium funicola 1 0 1 
AM26 240 3 Chloridium sp.  b  Endof ito de raíz de  Epacris  9 1, 45 Chloridium sp. 1 0 1 
AM26 240 4 Micelio estéril Cladosporium oxysporum 1 00 ,00 Cladosporium oxysporum  1 0 1 
AM26 240 6 Coniochaeta sp.  b  Ascomycete sp . 9 2, 55 Coniochaeta sp. 0 1 1 
AM26 240 9 Anamo r fo de Libertella  Creosphaeria sassafras 9 9, 78 Creosphaeria sassafras 1 0 1 
AM26 243 7 Levad ur a rosa  Cryptococcus sp . d  9 9, 09 Cryptococcus sp . 1 0 1 
AM26 243 6 Levad ur a rosa Cryptococcus paraflavus d  99,02 Cryptococcus paraflavus 1 0 1 
AM26 244 5 Cunninghamella elegans Cunninghamella elegans 9 9, 50 Cunninghamella elegans 0 1 1 
AM26 241 1 Cylindrotrichum sp.  b  Glomerella cingulata 8 5, 06 Cylindrotrichum sp.  1 0 1 
AM26 243 8 Levad ur a naran j a  Cystofilobasidium macerans 1 00 ,00 Cystofilobasidium macerans 1 0 1 
AM26 241 3 Coelomycete Discula quercina 1 00 ,00 Discula quercina 1  f  0 1 
AM26 241 5 Micelio estéril Drechslera andersenii 100,00 Drechslera andersenii 1 0 1 
Ta bla 6. Con tin u a c ió n. 
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AM26 241 8 Micelio estéril Embellisia sp.  9 8, 44 Embellisia sp.  1 0 1 
AM26 241 9 Engyodontium album Engyodontium album 9 9, 43 Engyodontium album 1 0 1 
AM26 242 1 Epicoccum sp .  Epicoccum nigrum 9 9, 80 Epicoccum nigrum 1 0 1 
AM26 242 3 Penicillium sp . Eupenicillium tropicum 9 9, 73 Eupenicillium tropicum 0 1 1 
AM26 242 4 Eurotium amstelodami Eurotium amstelodami 9 9, 41 Eurotium amstelodami 0 1 1 
AM26 242 7 Fusarium sp . Fusarium equiseti 1 00 ,00 Fusarium equiseti 0 1 1 
AM26 242 9 Fusarium sp . Fusarium poae 9 8, 67 Fusarium poae 0 1 1 
AM26 243 1 Hormonema sp. b  Rhizosphaera kalkhoffii 9 1, 15 Hormonema sp. 1  f  0 1 
AM26 243 2 Micelio estéril Lachnum pygmaeum 9 7, 61 Lachnum pygmaeum 0 1 1 
AM26 244 4 Mortierella alpina  Mortierella alpina 9 9, 35 Mortierella alpina 1 0 1 
AM26 243 9 Basid io myc e te Mycena sp .  d  9 5, 10 Mycena sp .  0 1 1 
AM26 234 1 Nigrospora s p . Hong o endo fítico  9 6, 77 Nigrospora s p . 1 0 1 
AM26 234 2 Oidiodendron s p . Oidiodendron s p . 99, 54 Oidiodendron s p . 0 1 1 
AM26 234 9 Micelio estéril Periconia macrospinosa 1 00 ,00 Periconia macrospinosa 0 1 1 
AM26 235 0 Phaeoacremonium  sp. Phaeoacremonium rubrigenum 9 9, 78 Phaeoacremonium rubrigenum 1 0 1 
AM26 235 2 Micelio estéril Phaeosphaeria s p .  9 5, 05 Phaeosphaeria sp. B  1 0 1 
AM26 235 4 Micelio estéril Phoma sp .  9 8, 93 Phoma sp .  1 0 1 
AM26 235 5 Phoma  sp. Phoma exigua 9 9, 78 Phoma exigua 1 0 1 
AM26 235 6 Phomopsis  sp. Phomopsis sp .  9 9, 38 Phomopsis sp . A  0 1 1 
AM26 235 7 Phomopsis sp . Phomopsis sp .  9 6, 23 Phomopsis sp . B  0 1 1 
AM26 235 8 Micelio estéril  Podospora sp .  9 5, 26 Podospora sp .  0 1 1 
AM26 235 9 Podospora  sp. Podospora coprophila 9 9, 80 Podospora coprophila 0 1 1 
AM26 236 1 Micelio estéril Podospora tetraspora 9 9, 59 Podospora tetraspora 1 0 1 
AM26 236 2 Pseudeurotium sp.  Pseudeurotium bakeri 1 00 ,00 Pseudeurotium bakeri 0 1 1 
AM26 244 0 Levad ur a sin iden tif icar Rhodotorula bacarum  d  9 9, 39 Rhodotorula bacarum 1 0 1 
AM26 244 1 Levad ur a sin iden tif icar Rhodotorula minuta d  9 9, 79 Rhodotorula minuta 1 0 1 
AM26 236 3 Sagenomella  sp.  b  Talaromyces purpureus 8 5, 83 Sagenomella  sp. 0 1 1 
AM26 236 7 Micelio estéril Stagonospora arenaria 9 9, 50 Stagonospora arenaria 1 0 1 
AM26 236 5 Micelio estéril Stagonospora  sp . 9 8, 92 Stagonospora  sp . A 1 0 1 
AM26 236 6 Micelio estéril Stagonospora s p .  9 5, 20 Stagonospora s p . B  1 0 1 
AM26 236 9 Lecanicillim lecanii Torrubiella confragosa 9 9, 24 Torrubiella confragosa 1 0 1 
AM26 244 2 Basid io myc e te Trametes versicolord  99, 27 Trametes versicolor 1 0 1 
Ta bla 6. Con tin u a c ió n. 
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- Ulocladium s p . n . s . c  - Ulocladium s p . 1 0 1 
AM26 297 9 Levad ur a sin iden tif icar  Ustilago sp . d  95, 04 Ustilago sp . 1 0 1 
AM26 238 7 Micelio estéril Bisporella citrina 8 8. 3 Ascomyc e t e descono c id o 1 1 0 1 
AM26 237 2 Micelio estéril Stenella araguata 8 1, 92 Ascomyc e t e descono c id o 2 1 0 1 
AM26 237 3 Micelio estéril Dactylaria ampulliformis 7 9, 38 Ascomyc e t e descono c id o 3 1 0 1 
AM26 237 4 Micelio estéril Magnaporthe grisea 9 1, 22 Ascomyc e t e descono c id o 4 1 0 1 
AM26 237 7 Micelio estéril Ascomyc e t e sp. 97, 20 Ascomyc e t e descono c id o 5 1 0 1 
AM26 237 5 Micelio estéril Hong o endo fítico 90, 68 Ascomyc e t e descono c id o 6 1 0 1 
AM26 237 6 Xylariaceae Xylaria cornu damae 8 9, 58 Ascomyc e t e descono c id o 7 1 0 1 
AM26 238 9 Micelio estéril Verticillium sp.  1 00 ,00 Ascomyc e t e descono c id o 8 1 0 1 
AM26 237 8 Acremonium sp. Acremonium strictum 7 4, 94 Ascomyc e t e descono c id o 9 1 0 1 
AM26 237 9 Micelio estéril Cistella grevillei 9 2, 34 Ascomycete desconocid o 10 1 0 1 
AM26 238 0 Micelio estéril Stachybotrys cylindrospora 7 1, 68 Ascomycete desconocid o 11 1 0 1 
AM26 238 8 Acremonium sp. Ascomyc e t e de hojara s c a 79, 57 Ascomycete desconocid o 12 1 0 1 
AM26 238 1 Micelio estéril Ascomyc e t e de hojara s c a 92, 75 Ascomycete desconocid o 13 1 0 1 
AM26 238 5 Micelio estéril Ascomyce t e  s p .  9 0, 82 Ascomycete desconocid o 14 1 0 1 
AM26 238 2 Micelio estéril Hong o endo fítico 90, 65 Ascomycete desconocid o 15 0 1 1 
AM26 238 3 Micelio estéril Podospora cochleariformis 9 4, 78 Ascomycete desconocid o 16 1 0 1 
AM26 238 4 Micelio estéril Endof ito s de raíce s de  Epacris microphylla  99,54 Ascomycete desconocid o 17 1 0 1 
AM26 238 6 Micelio estéril Basid io myc e te de bamb ú 95, 04 Basid io myc e te descon o c id o 1 0 1 
 
N ot a .  a La semejanza con secu encias nucleotídicas de la base de dato s EMBL/G e nb a nk fue el criter io usad o para asig n ar a un grupo taxo nó mic o y fueron comparad a s 
con el progr a ma FASTA . b La identificación morfológica fue consid erad a la opción correcta en  los casos en que los resultados de la base de datos corresp ond ían a un 
taxón difer en te con una simi li tu d meno r del 95%. c n.s.: hon go no secu enciad o . d,e  Tod as las esp ecies de la lista s on Ascomyc e t e s , excepto 9 Basidi o my c e t e s  d , y 2 
Zygomycetes e . f  Aislad o s que fuer on obtenid o s de mues tr a s de tallo s de 7 plan tas . Para los 5 taxon es que pres e n tan más de un aisla d o , los endo fito s tamb ién se 
obtu v ier on de mues tr a s de hoja s . 
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 En total, 107 especies diferentes fu eron identi f i c a d a s median t e caract e r e s 
morfo l ó g i c o s y/o molec u l a r e s . A este númer o hay que añadi r 7 espec i e s ident i fi c a d a s 
únicame n t e por medio de caract e r e s morfol ó g i cos, siendo 114 el total de especies de 
endofito s identifi c a d a s en las 107 plantas de Dactylis glomerata.  
 
Únicamen t e de 82 plantas se realiza r o n aisl amientos de endofitos de las raíces. Por 
lo tanto, el número de aislad o s obteni d o de parte aérea fue mayor que el obteni d o de la 
parte subte r r á n e a (228 aislad o s de hojas frent e a 83 aislad o s de raíces ) , al igual que lo fue 
el número de especi e s (91 de hojas frente a 44 de raíces ) . El métod o de esteril i z ac i ó n 
superf i c i a l usado en raíces fue más agresi v o que el usado en hojas y es posible que haya 
elimin a d o alguno s endofi t o s de las raíces .  
 
De las 114 especies identificadas 70 fuer on aislada s sólo de hojas, 23 únicame n t e 
de raíz, y 21 especies fueron ai sladas tanto de la parte aérea como de la subter r á n e a (Tabla 
6).  
 
Ade más, ocho especie s de hongos fueron aislada s de muestra s de tallos de 7 
plantas . Tres de estas especi e s fueron obteni d a s  solo de mues t r a s de tall os ; mien t r a s que las 
otras 5 tamb ié n se aislar o n de muestra s de hojas (Tabla 6). 
 
Las especies de hongos aisladas de zonas de  tejido enfermo en plantas con síntomas 
de enferme d a d (Figur a 26), y de fructif i c a c i o n e s de tallo s secos (Fig ur a 27) están desc r i t a s 
en la tabl a 7. Muchos de los hongos aisla dos de tejido enfer mo pertenec e n a géneros o 
especie s citados como pa togen o s de Dactylis por Farr et al . (1989). 
 
 
F i g u ra 26. Fo to gr af ías a micr o sco p ía óptica de algu no s de los hongo s aislad os de lesiones de  Dactylis 
glomerata. A.  Colletotrichum falcatum. B.  Fusarium lateritium  C.  Septoria passerinii.  D.  Stemphylium 
solani. 
 
A CB D
Resultados y discusión 
 
 
 80
 
F ig u ra 27. Fructificaciones encontradas en tallos secos de Dactylis glomerata. A . T a l l o seco hidrata d o de 
Dactylis glomerata con fructificaciones de hongos. B.  Espor odo qu io de Fusarium poae . C .  
Fructific a c i o n es de Epicoccum nigrum . D .  Fructificaciones de Cladosporium sp. E.  Picnidio con 
esclerocio. F.  Picn id io con setas de Colletotrichum acutatum . 
 
 
 
Tabla 7 . Hongos aislados de bordes de le siones de plantas enfermas y de fructificaciones de tallos secos de 
Dactylis. 
 
 
HONGOS AISLADOS 
DE LESIONES 
HONGOS AISLADOS 
DE TALLOS SECOS  
Alternaria sp .  Glomerella graminicola** Alternaria sp .  
Ampelomyces humuli  Helgardia sp . Ampellomyces humuli  
Cercospora sp . Hypocrea sp .  Cladosporium s p . 
Cladosporium sp .  Phaeosphaeria s p .* Colletotrichum acutatum*  
Colletotrichum acutatum* Phaeosphaeria avenaria* Dreschlera dactylidis** 
Colletotrichum falcatum* Phaeosphaeria pontiformis* Epicoccum sp .  
Drechslera s p .*  Phoma  sp.*  Epicoccum nigrum 
Drechslera biseptata** Phoma glomerata* Fusarium lateritium* 
Dreschlera dactylidis** Phoma exigua* Fusarium poae** 
Dothideales sp.  Phomopsis sp . Hypocrea sp .  
Embellisia eureka Rhexoscercosporidium s p . Phaeosphaeria s p .* 
Epichloë typhina** Septoria passerinii* Phaeosphaeria pontiformis* 
Epicoccum nigrum  Stagonospora arenaria** Phomopsis sp . 
Epicoccum sp .  Stemphylium solani Pyrenophora tritici-repenti 
Fusarium lateritium* Torrubiella confragosa   
Fusarium poae**    
 
Nota. G é n e r o * o espec i e * * que apare c e en la lista de patóg e n o s de Dactylis recopi l a da por 
Farr et al. (198 9) .  
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4 . 1 . 4 . Abundanc i a y diversid a d biológic a . 
 
 E l 89,5% de las especie s identi f i c a d a s fueron Ascomyc e t e s ; sólo se aislaro n 10 
espec i e s de Basid i o my c e t e s y 2 de Zygomyc e t e s (Tabl a 6). Los Ascomy c e t e s ident i f i c a d o s 
se agrup ar on en 52 géner o s perte n ec i e n t e s a 25 fa mil i a s y 14 órden e s , los Basidi omy c e t e s 
se agrup a r on en 7 órden e s y 6 fa mil i a s y los Zygomyc e t e s en 2 órden e s y 2 fa mil i a s (Tabl a 
8).  
 
Los género s más abunda n t e s en términ o s de l número de aislad o s obteni d o s fueron : 
Penicillium  (34 aislado s ) , Cladosporium (21), Acremonium (20), Helgardia (18), 
Podospora (18), Fusarium ( 1 7 ) ,  Phaeosphaeria  (17), Epicoccum (15), Alternaria (14), y 
Drechslera ( 1 2 ) (Figur a 28). Estos 10 género s , con más de 10 aislad o s cada uno, 
represe n t a n el 59% del total de aislado s obtenid o s , pero únicame n t e el 28,9% de las 
especie s identif i c a d a s . 
 
 
 
F ig u ra 28. Cultiv o s en PDA de los géner os más abun d ante s aisla d o s de plantas de Dactylis glomerata . A. 
Penicillium. B .  Cladosporium . C.  Acremonium . D. Helgardia. E.  Podospora . F.  Fusarium . G. 
Phaeosphaeria . H .  Epicoccum . I. Alternaria . J . Drechslera . 
 
 
 
 
Respect o a la abundan c i a de individ u o s de  cada especie, 74 especies fueron únicas, 
representadas por un solo aisl ado, y 40 especies fueron plural es, representadas por más de 
un aislado .  
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Ta bla 8 . Órd en es, familias, y nº de gén eros y esp ecies iden tificado s en la mico b io ta endofítica aislad a de 
Dactylis glomerata. 
 
P H Y L U M / O r d e n / Familia  
Nº  
GÉNEROS 
Nº  
ESPECIES 
PHYLUM/Orden/ Familia  
Nº  
GÉNEROS 
Nº  
ESPECIES 
ASCOMYCOT A   B A S I D I O M Y C O T A    
Capno diale s   A g a r i c a l e s   
Davidiellaceae 2 3 Mycenaceae  1 1 
C ha e t o sphae r i a l e s   C o r t i c i al e s   
Chaetosphaeriaceae 2 2 Corticiaceae 1 1 
C o n i o c h a e t a l e s   Cy stofilobasidiales   
Coniochaetaceae 1 1 Cystofilobasidiaceae 1 1 
Diaporthales   P o ly por a l e s   
Togniniaceae 1 1 Polyporaceae  1 1 
Valsaceae 3 4 Sporidiobolales   
Dothideales   Ince rta e sedis 1 2 
Dothioraceae 1 1 T r e m el l a le s   
E ur o t i a l e s   Tremellaceae 1 2 
Trichocomaceae 6 13 U s t i l a g i n a l e s    
H e l o t i al e s   Ustilaginaceae  1 1 
Helotiaceae 1 1 Descono c i d o s ¿ 1 
Hyaloscyphaceae 2 2 Total  7  10  
Ince rta e sedis 2 2 ZYG O M Y C O T A    
H y p o cr e al e s   M uc o r a le s    
Clavicipitaceae 1 1 Cunninghamellaceae 1 1 
Cordycipitaceae 3 3 M o r t ie re l l a le s    
Hypocreaceae 1 1 Mortierellaceae  1 1 
Nectriaceae 1 5 Total  2  2  
Incer ta e sedi s  1 3 TOTAL 61 114 
Onyg e na le s      
Onygenaceae 1 1    
Phy llachorales      
Phyllachoraceae 1 1    
P l e o s p o r a l e s      
Leptosphaeriaceae 2 2    
Phaeosphaeriaceae 2 7    
Pleosporaceae 6 10    
Incer ta e sedi s  3 4    
S o r d a r i a l e s      
Chaetomiaceae 1 3    
Lasiophaeriaceae 1 5    
Sordariaceae 1 1    
Tr ic hosphae r i ale s      
Ince rta e sedis 1 1    
X y l a r i a l e s      
Xylariaceae 1 1    
Incer ta e sedi s  1 1    
Inc e r t a e sedi s      
Apiosporaceae 1 3    
Myxotrichaceae 1 1    
Pseudeurotiaceae 1 1    
Desconocidos ¿ 17    
T o t a l 52 102    
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La curva no asint ót i c a de acumul a c i ó n de espec i e s obten i da con los datos de todas 
las espec i e s (Figu r a 29, curva azul) sugie r e que incre me n t a n d o el númer o de plant as 
anali z a d a s aume n t a r í a el númer o de nueva s especi e s . Sin embargo , cuando la curva de 
acumul a c i ó n de espec i e s se reali z a sólo con los datos de las espec i e s plura l e s , la curva se 
acerc a a un creci mi e n t o asint ó t i c o (Figu r a 29, curva roja) . Por otra parte , la curva de 
acumula c i ó n de especie s para las especie s  únicas (Figura 29, cu rva verde) tiene un 
creci mi e n t o no asint ót i co , simi l a r al obt enido para el total de especies. 
 
 
 
Figura 29.  Curvas de acumu lac i ó n de especies identifi c a d a s en Dactylis glomerata , que muestran 
la relación entre el nº de plantas analizadas y el nº total de espe c ie s de hon go s enco n tr ado s (curv a 
azul). La curva para las especie s únicas (curva ve rde) fue realizada con los datos de las especies 
represen tadas por un aislado y la curva para las es pecies plurales (curva roja), por las especies 
repr e s en tad a s por más de un aisla d o .  
 
 
 
Todos los estima d o r e s utiliz a d o s produj e r o n curvas no asintó t i c a s de acumul a c i ó n 
de especi e s (Figu r a 30), lo cual implic a que  los valore s de los estima d o r e s deben se r 
inter p r e t a d o s como el númer o mínim o de espe ci e s que podría n estar asoci a d a s a Dactylis 
glomerata (Gotell i y Colwel l , 2001). Los valore s de los  estima d o r e s de la rique z a total de 
especie s varían entre 143 (estima d o r Bootst ra p ) y 337 (estimad o r Chao 2) (Tabla 9). 
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F i g u ra 30. Valo r e s de vario s estima d o r e s no paramétr ic o s de la riqu ez a total de espec ie s (ICE, Chao 2, 
Jackn if e 1 y 2, Boots tr a p, Mich a e lis - M enten; curvas cian) obtenidos a par tir de los valo res reales mostrado s 
en las curvas de acumu lación de especies (en azul) de la mico b io ta endo f ita de Dactylis glomerata.  
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Ta bla 9.  Valo res de los esti mad or e s del númer o total de espec ie s de endof ito s asociad a s a Dactylis 
glomerata . 
                              
 
 
                                                                       
 
 
 
 
El valor del índice de dive rsidad de Shannon es igual a 4,2 cuando consideramos a 
las 114 especies identifi c a d a s , y a 3,4 cuando lo calcul a mos para el subcon j u n t o de 
especi e s plural e s , repres e n t a d a s por más de un aislad o .  
 
 
4 . 1 . 5 . Discusi ó n . 
 
En los estudio s donde se utiliza n secuen c i a s  de ITS para obtener una identificación, 
las secue nc i a s son norma l me n t e obten i d a s por secue n c i a c i ó n de las 2 cadena s 
comple me nt arias del replicón de la región ITS1-5.8S rRNA-ITS2 (Guo et al ., 2000, Wirsel 
et al . , 2001). En este estudi o , las secuen c i a s nuc leo t í d i c a s fueron obteni d a s solo de una 
caden a , en una reacc i ón inici a d a por el oligo n u c l e ó t i d o ITS4, en el extre mo 5’ del ITS1. 
Como se muest r a en la tabla 4, en las secue n c i a s nucleo t í d i c a s obteni d a s por este método 
se perdí a infor ma c i ó n de aprox i ma d a me n t e el 10% del extremo 3’ del ITS2. Sin embargo, 
al compar a r los result a do s obteni d o s en la ba se de datos EMBL con la secue n ci a total y la 
parcial, la secuencia parcial fu e igual de efect i va que la compl e t a para la ident i fi c ac i ó n de 
aislad o s (Tabla 5). Otra eviden c i a del valor de las secuen c i a s parcia l e s la aporta la perfec t a 
concor d a n c i a observ a d a a nivel de género entr e la ident i f i c a c i ó n morfo l ó g i c a y molecu l a r , 
para aquel l os aisla d o s cuya ident i da d en la base de datos fue mayor del 95% (Tabl a 6). Por 
lo tanto, aunque podrían no ser adecuadas para un análisis filogenético riguroso, las 
secuen c i a s parcia l e s si son útiles para identi f i c a c i o n e s en trabaj o s donde un gran número de 
aislados deben ser procesad o s . 
 
 En esta inves t i g a c i ó n , 96 espec i e s dife r e n t e s de hongo s endof í t i c o s , perten e c i e n t e s a 
63 géneros, fueron identificadas (Tablas 6 y 8); diecioch o especies adiciona l e s , que 
ESTIMADORES 
Nº TOTA L  
DE ESPECIES
ICE 304 ,52 
Chao 2 336 ,98 
Jackn if e 1 187 ,31 
Jackn if e 2 249 ,23 
Boots tr ap 143 ,12 
Michaelis-Menten 187 .81 
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repre s e n t a n el 16,5% del total de las especies , no pudieron se r identifi c a d a s a nivel de 
género por ser estéri l e s , y su secuen c i a ITS no corresponder a ninguna  especie identificada 
en la base de datos EMBL/Ge nbank (Tabla 6, final de la ta bla). Es posible que alguno de 
estos hongos sin identifi c a r pert e n e z c a a alguna espec i e conoc i d a  cuya secuen c i a de ITS no 
esté inclui d a en la base de datos. Sin em barg o , otras especi e s si n identificar podrían ser 
realme n t e descon o c i d a s . Estos result a d o s aboga n en favor del potenc i a l que alberg a n los 
ecosist e ma s endof í t i c os para conten e r algun a s de las numeros a s especie s de hongos aún 
desconocidas (Hawksworth y Rossm an, 1997; Fröhlich y Hyde, 1999). 
 
En términ o s de abunda n c i a de aislad o s , la micobi o t a identi f i c a d a en Dactylis está 
compuest a de 70 especies únicas y 39 plurales . Dentro del conjunto de  especi e s plural e s 
hay un pequeño grupo de taxones dominant e s ( Cladosporium s p ., Helgardia s p ., 
Acremonium strictum, Penicillium s p ., Alternaria s p . ,  Epicoccum sp.,  Podospora s p . , 
Phaeosphaeria s p . ) que proporci o n a n más de la mitad del total de los aislad o s . 
 
La forma no asintó t i c a de la curva de acumulación de es pecies sugiere que 
incre me n t a nd o el númer o de plant a s anali z a d a s , aume n t a r í a el númer o de nueva s espec i e s 
de endofitos (Figura 29, curva azul). Sin em bar g o , la tende n c i a a una curva asintó t i c a 
observ a d a para las especi e s plural e s (Figur a 29, curva roja) sugier e que  en este estudio han 
sido aislad a s la mayorí a de las especi e s comune s de Dactylis glomerata. En contraste, la 
curva de acumu l a c i ó n de espec i e s para las es peci e s únicas (Figur a 29, curva verde) es 
parec i d a a la curva para el to tal de especie s , mostran d o una rel aci ó n direct a entre el número 
de plantas analizadas y el de especies de hongos. Este an ális i s de la s curvas de 
acumul a c i ó n de especi e s sugie r e que muestr e a n d o más planta s de Dactylis glomerata 
a u me n t a r í a el rendi mi e n t o de l número de especies, y lo má s probable es que las nuevas 
especi e s fuesen únicas . 
 
El valor del índice de divers i d a d de Shanno n obteni d o (H’= 4,2) es mayor a los 
observados en otros estudios realiz ad o s sobre endofito s de gramí n e a s :  Hyparrhenia hirta 
(H’ = 3 , 0 8 y 3,33) y Bothriochloa macra ( H ’ = 3,20 y 3,40) (White y Backho u s e , 2007) , 
Phragmites australis  (H’= 0,9-3 , 8 ) (Neub e r t et al., 2006), y que en estudios con otras 
fami l i a s de plant as herbá c e a s: Tripterygium wilfordii  (H’= 1,26- 2 , 9 9 ) (Kuma r y Hyde, 
2004) ; Dryas integrifolia (H’= 2,69-2 , 9 9 ) (Higgi n s et al., 2006), o en árbol e s , como 
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Guarea guidonia , con H’entre 2,25 y 2,90 (Gamboa y Bayman, 2001) o Pinus taeda , con 
H’ entre 0,55 y 2,13 (Arnol d et al . , 2007). Este result a d o nos sugier e que, a pesar de su 
tamaño , Dactylis glomerata r e p r e s e nt a un ecosi s t e ma rico en micob i o t a endof í t i c a . 
 
La estima c i ó n más alta de la rique z a total de  especie s la da el estimad o r Chao 2, con 
337 especies , y la más baja el estima do r B oot strap, con 142,89 (Tabla 9). A causa de la 
relati v a me n t e alta y consta n t e propor c i ó n de es pecies singulares, las curvas producidas por 
los estima d o r e s fuero n no asint ó t i c a s . Por lo tanto, los valores obtenidos deben ser 
inter p r e t a d os como los límit e s infer i o r e s de la  rique z a total de espec i e s (Gotel l i y Colwel l , 
2001). Además, el conjunto de endofitos asociados a Dactylis debería ser mayor del 
observ a d o , debido a alguna s restri c c i o n e s técni c a s que limit a n el númer o de endof i t o s 
aisla d o s e identi f i c a d o s ; por ejempl o , algun a s es peci e s podría n no crecer en los medios de 
cultivo usados, y ademá s , los biotrof o s obligad os no pueden ser aislados en cultivo. No 
obstan t e , exist e n métod o s útile s para id enti f i c a r endofi t o s no cultiva b l e s (Neube r t et al ., 
2006). 
 
Conside r a n d o el elevad o núme ro de endofi t o s identi f i c a d o s , y la for ma de la curva 
de acumul a c i ó n de espec i e s total e s de esta gramí n e a , si la rique z a de espec i e s de la 
micobio t a endofí t i c a estuvi e r a co rre l a c i o na d a posit i va me n t e con el tamañ o de la plant a 
hospeda d o r a , algunos estudio s de especie s  de endofitos en árboles y arbustos 
probab l e me n t e infrav a l o r a r í a n el número de  espec i e s endof í t i c a s , como por ejemp l o 149 
espec i e s ident i f i c a da s en Quercus ilex  (Collado et al . , 1999), a las 242 especies 
identi f i c a d a s en Heisteria concinna (Arnold et al. , 2000). Este défici t puede ser debido a la 
identif i c a c i ó n exclusi v a me n t e mor f oló g i c a que se utilizó en algunos estudio s anterio r e s , 
que no permit i ó la identi f i c a c i ó n de aislad o s estéri l e s . 
 
Webster (1956, 1957) estudió los hongos que van apareciendo en tallos senesc e n t e s 
de Dactylis. L a s prime r a s espec i e s docume n t a d a s en tallos madur o s fue r o n Cladosporium 
herbarum, Epicoccum purpurascens, Alternaria tenuis, Leptosphaeria microscopica 
( = Phaeosphaeria  microscopica) , y Pleospora vagans ( = Phaeosphaeria  vagans). Todas 
estas especi e s perten e c e n a género s que en este estudi o se han aislado con frecue n c i a . 
Quizá s , estos prime r o s colon i z a d or e s de tallo s  en descomposición estaban ya presentes en 
las planta s vivas como endofi t o s , siend o sapro f i t o s laten t e s que crecen despu é s en tallos 
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senes c e n t e s . En este trabaj o tambié n se  han aislad o de tallos secos hongo s como Alternaria 
s p . , Cladosporium s p . o Epicoccum s p . , que pertene c e n a alguno s género s de saprof i t os 
descr i t o s por Webst e r (Tabl a 7).  
 
 La lista más extens a de  hongos identifi c a d o s en D. glomerata e s una recopila c i ó n 
de patóge n o s realiz a d a por Farr et al . (1989) en la cual fueron catalogadas 68 especies de 
hongos pertenecientes a 41 géneros. Sólo 10 gé neros son comunes entre esta compilación y 
los identi f i c a d o s en nuestr o estudio : Ascochyta, Colletotrichum, Drechslera, Epichloë, 
Fusarium, Periconia, Phaeosphaeria, Phoma , Stagonospora  y Ustilago ( F i g u r a 31). Es 
probabl e que algunos de nuestro s aislado s de estos géneros fuesen patógeno s débiles o 
latent e s de Dactylis, h i p ó t e s i s apoyada  p o r el hecho de que, except o para Periconia , las 
especi e s de todos los género s anteri o r e s fuer on tambié n aislad o s de lesion e s de planta s 
enferma s (Tabla 7). La mayorí a de las especi e s aisl ada s de tejido enfermo (Tabla 7) son 
patóge n o s de gramín e a s (Math r e , 1982; Wiese , 1987; Farr et al . , 1989). Sin embargo , la 
mayorí a de estas especi e s fueron tambié n aislad a s de planta s sanas (Tabl a 6). Por lo tanto, 
estos hongos aislad o s de planta s sanas, así co mo de lesion e s , pueden repres e n t a r un grupo 
de patóge n o s latent e s , como se ha  visto en otros estudios (Photita  et al ., 2004). 
 
 
F i g u ra 31. Cultiv o s en PDA de género s aisla d os en el estud io cono c ido s como patóg eno s de Dactylis 
glomerata ( F ar r et al. , 1989 ). A. Ascochyta. B .  Colletotrichum. C.  Drechslera. D. Epichloë . E.  
Fusarium . F.  Periconia . G . Phaeosphaeria . H .  Phoma . I . Stagonospora . J. Ustilago . 
 
 
Varios géneros de potenci a l e s patógen o s de culti v o s como trigo o cebad a , fuero n 
aislad o s de planta s asint o má t i c a s de Dactylis. En estos cereal e s , Acremonium, Alternaria, 
Ascochyta, Aureobasidium, Cladosporium, Colletotrichum, Cryptococcus, Drechslera, 
Epicoccum, Fusarium, Laetisaria , Leptosphaeria, Microdochium , Phoma, Stagonospora, 
A B C D E
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Trichoderma, Ulocladium y Ustilago e s t á n asoci a d o s a varias enfer me d a d e s (Math r e , 
1982; Wiese , 1987, Farr et al ., 1989). Algunos de los gé neros anteriores, como 
Acremonium, Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, y Fusarium, fueron aislados con 
frecuen c i a como endofit o s de Dactylis ( F i g u r a 32) . Ademá s , Helgardia sp., un patógeno 
asoci a d o a una enfer me d a d folia r en cereal e s (Crou s et al . , 2003) fue uno de los endofi t o s 
más abunda n t e s de Dactylis; 18 aislado s de Helgardia sp. fueron obtenidos de plantas de 
La Coruña, 5 en Salama nca, y 1 en Ávila. Helgardia podría ser un patógeno de Dactylis, 
p o r q u e fue también aislado de hojas con lesion e s de plantas con síntoma s visibl e s de 
enfer me d a d (Tabl a 7). Los resul t a d os anter i o r e s impli c a n que D. glomerata, una especi e de 
gramín e a común en España , podría actuar como  un hospedad o r alternat ivo y un reservorio 
de patógen o s potenci a l e s de  cultivos de cereales. 
 
 
F i g u ra 32. Fotografías a microscopía óptica de los géner o s más frecu e n temen te aisla d o s de 
Dactylis glomerata (Farr et al. , 198 9) . A . Acremonium. B .  Alternaria. C .  Cladosporium . D . 
Epicoccum . E.  Fusarium .  
 
 
El grupo de Ascomyc e t e s es la  micobio t a predomi n a n t e en Dactylis . Género s como 
Acremonium, Alternaria, Cladosporium, Coniothyrium, Epicoccum, Fusarium , 
Penicillium , Phoma,  Phomopsis ,  y  Stagonospora , fueron  f r e c u e n t e me n t e aisla d o s co mo 
endofitos de Dactylis glomerata y de otras especies de plantas (Bills , 1996; Stone et al., 
2004; Schulz y Boyle, 2005). A pesar de que la micob i o t a predo mi n a n t e en la mayor í a de 
los trabajo s sobre endofi t o s sean los Ascomyce t e s (Stone et al . , 2004; Duong et al ., 2006; 
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Ganle y y Newcomb e , 2006; Morako t k a r n et al ., 2006; Pinnoi et al ., 2006; Higgins et al ., 
2006), existe alguna excepc i ó n en la que pr eva l e c e n los Basid i o my c e t e s (Croz i e r et al ., 
2006).  
 
Por otra parte, en el grupo de 21 taxone s que han podido ser identi f i c a d o s a nivel de 
especi e , al menos 5 parece n ser espec í f i c o s de gramí n e a s : Drechslera dactylidis , Epichloë 
typhina , Periconia macrospinosa , Phaeosphaeria avenaria  y Stagonospora arenaria 
( F i g u r a 33). Estas espec i e s no han sido descr i t a s en hospe d a d o r e s de otras famil i a s de 
plant as (Farr et al ., 1989). Algunos de los endofito s descrito s en otras gramínea s como 
Phragmites australis  (Wirs e l et al . , 2001) o bambú (Mora k o t k a r n et al . , 2006), fueron 
tambi é n aisla d o s de Dactylis. En contraste, el conjunto de endofitos de Dactylis es bastante 
difere n t e que el de planta s leñosa s perenn e s . Fuera del grupo de 68 género s descri t o s como 
endofitos de hojas de leñosas perennes, só lo 10 géneros est uvi e r o n presen t e s en Dactylis 
(Stone et al ., 2004). 
 
F i g u ra 33. Cultivos en PDA de las especies aisladas de Dactylis glomerata y que ya eran cono cid as 
como especie s especí f i c a s de gramíne a s . A. Drechslera dactylidis. B .  Epichloë typhina . C .  Periconia 
macrospinosa . D . Phaeosphaeria avenaria. E. Stagonospora arenaria .   
 
 
E s t e estudio demuestr a que una pequeña planta herbáce a pued e ser consi d e r a da un 
ecosi st e ma que conti e ne una gran rique z a e ndof í t i c a . Esta micobi o t a está compue s t a de 
especi e s plural e s comúnme n t e asocia d a s con el hosped a d o r , incluy e n d o varios posibl e s 
patógenos latentes, y de un pre domi n i o de especie s únicas .  
A B 
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4.2. MICOBIOTA ENDOFÍTICA DE Holcus lanatus . 
 
4.2.1. Aislami e n t o de endofit o s . 
E l muest r e o de Holcus lanatus se realizó en 28 localid a d e s perten e c i e n t e s a las 
provin c i a s de Cácere s , La Coruña , Ovied o , Salama n c a y Za mora (Tabl a 10). En cada 
localidad se recogieron 7 planta s , realiz á n d o s e el aislami e n t o de endofitos de hojas con las 
196 planta s muestr e a d a s en las 28 locali d a d e s  y el de raíce s con un subco n j u n t o de 77 
planta s perten e c i e nt e s a 11 locali d a de s (Tabla 10).  
 
Ta bla 10.  Localidad e s donde se recogier o n plantas de Holcus lanatus, indicando en cada localidad el número 
de aislados y de especies identificadas de ho jas (H), de raíces (R), y el total (T).  
 
N º AISLA DOS  
IDENTIFICADOS  
N º ESPECIES  
IDEN TIFICAD AS  L O C A L IDA DE S  
H R T H R T** 
A ld e an u ev a del Ca min o . CC 22 10 32 16 8 21 
Asegur , río Hurd ano . CC 12 - 12 8 - 8 
Cabe z o, CC 20 - 20 15 - 15 
Camin o rura l, Herv á s . CC 19 - 19 10 - 10 
Casa s del Monte , zona A. CC 9 5 14 7 5 11 
Casa s del Monte , zona B. CC 20 20 40 16 19 30 
Casta ñ a r galleg o. Puer to Hond ur a s . CC 13 - 13 9 - 9 
Cerez a l , CC 24 - 24 9 - 9 
Conv en to San José de Batu e ca s . SA 18 - 18 15 - 15 
Cord ob e la s , CO 34 - 34 22 - 22 
Cristo de la Salu d. Puer to Hond ur a s . CC 15 - 15 11 - 11 
Frag o s a, río Hurd an o, zona norte . CC 18 - 18 12 - 12 
Frag o s a, río Hurd an o, zon a sur. CC 14 - 14 7 - 7 
Garg an ta del Infie rno , CC 19 4 23 12 4 16 
Jerte , CC 18 11 29 14 9 21 
Jerte , río Jerte . CC 16 14 30 14 12 23 
Las Cald a s , OV 32 25 57 21 19 35 
Granj a de Morer u e la , zona A. ZA 19 - 19 10 - 10 
Granj a de Morer u e la , zona B. ZA 20 - 20 13 - 13 
Monte ma yo r del Río, SA 36 - 36 27 - 27 
Morer u e la de los Infan z on e s , ZA 18 22 40 10 19 26 
Plas e n c ia , río Jerte . CC 14 7 21 9 7 15 
Puer to de Hond ur a s .V a lle del Jerte . CC 9 7 16 8 5 13 
Ruta Heid i, Puer to de Hondu ras . CC 7 - 7 6 - 6 
Tába r a. Zona A. ZA 12 - 12 8 - 8 
Tába r a. Zona B. ZA 22 - 22 13 - 13 
Tába r a. Zona C. ZA 10 - 10 6 - 6 
Torr e s del Carriz a l, ZA 22 24 46 9 21 28 
TO TA L 512 149 661 157* 79* 208 
MEDIA por loca lida d  
MEDIA por plan ta 
18,29 
2,6 1 
13,55 
1,9 4 
23,61 
3,3 7 
5,6 1 
0,8 0 
7,1 8 
1,0 3 
7,4 3 
1,0 6 
 
Nota .  a Loc al i dade s de las provi n c ia s de CC: Cáce re s, CO: La Coru ñ a , OV: Ovie d o , SA: Sala ma n c a, ZA: 
Zamora. * Los totales no se corresponde co n la suma de las filas anteri ores debido a que hay espec i e s aisla d a s 
de hojas o raíces comunes a varia s local i d a de s . ** El total no se corre s p o n d e con la suma de las filas anteri o re s 
debid o a que hay especi e s comu n e s a hoja s y raíce s. 
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4.2.2. Identificación de los aislados. 
 
S e obtuvi e r o n secuen c i a s comple t a s de la región ITS1-5 . 8 S rRNA-I T S 2 de 470 
aislados, 351 de hojas y 119 de  raíces. Al agrupar dentro  de la mis ma espe c i e las 
secuenc i a s que difirie r o n en menos del 3%, se identificar on 147 especies distintas de 
endofi t o s de hojas (Figur a 34 y 35) y 68 especi e s de raíz (Figur a 36) . A estas espec i e s 
identi f i c a d a s en base a sus caract e r e s mol ec u l a r e s y siemp r e que fue posib l e tambi é n 
morfológicos, hay que añadir 10 taxones de ho ja y 11 de raíz que  fueron identificados 
única me n t e media n t e carac t e r e s morfo l ó g i c o s . En  todos los casos en que la ident i f i c a c i ó n 
fue morfol ó g i c a y molecu l a r , hubo concor d a n c i a  en los resultados. Por lo tanto, son 157 las 
especi e s identi f i c a d a s en hojas y 79 las iden t i fi c a d a s en raíce s (Tabl a 11). Tenie nd o en 
cuent a que 28 espec i e s fuero n aisla d a s de am bos órgan o s , el númer o total de espec i e s 
endofí t i c a s identi f i c a da s en esta gramín e a es de 208.  
 
El total de especie s identi f i c a d a s abarca 89 géneros agrupa d os en 41 familia s y 26 
órdene s (Tabla 12). De las 157 especi e s id enti f i c a d a s en hojas, 143 result a r o n ser 
Ascomyc e t e s (Figur a 35), y 14 Basidi o my c e t e s (Figur a 34). En el caso de las 79 especie s 
de endofitos de raíces (Figur a 36), se identificaron 75 Asco myc e t e s , 2 Basidio my c e t e s 
( Ceratobasidium s p . y  Cryptococcus podzolicus ) , y 2 Zygomyc e t e s ( Mortierella s p . y  
Mucor hiemalis ) . Del total de especi e s identi f icadas, 190 fueron Ascomyc e tes, 16 
Basidi o my c e t e s y 2 Zygomyc e t e s . 
 
Treinta especies de hoja y 26 de raíz no pudi er o n ser identi f i c a d a s a nivel de orden, 
géne r o o espec i e , por ser esté ril e s y no ser su secuenc i a sim il a r (mayo r del 95%) a la de 
algún hongo identificado en la base de s ecuencias EMBL/GenBank. Sin embargo, todas 
estas especies pudieron ser cl asif i c a d a s como Ascomyc e t e s tras su alinea mi e n t o con las 
secue n c i a s de todas las demás espec i es identifi c a d a s (Figuras 35 y 36). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F ig u ra 34.  Dendrograma elaborad o con las secu encias de la región ITS1-5.8S rRNA-ITS2 de las especies de Ba sidiomycetes aisladas e identif icad as 
molec u l a r me n t e de  hoj as de  Holcus lanatus y realiz a do con el métod o Neig hbo ur - Jo in ing , con la dista n c ia genétic a calc u lad a según el método Kimu r a 2- 
pará metr o s . Los corch etes indican familias y las lín eas verticales órd en es. La  barra de escala (0,05 ) sign if ica 5 sustitu cio n es cad a 100 nu cleó tid os. 
 
Tremellales
Polyporales 
Ustilaginales 
Agaricales  
 Cryptococcus sp. A
 Cryptococcus victoriae
 Cryptococcus sp.B
 Cryptococcus sp.C
 Dioszegia hungarica
Tremellaceae
Polyporaceae Trametes ochracea/versicolor
Strophariaceae Agrocybe pediades
Agaricaceae Coprinus micaceus
Psathyrellaceae Coprinellus disseminatus
 Rhodotorula slooffiae
 Rhodotorula glutinis Sporidiobolales
 Tilletiopsis pallescens
Leucosporidiales Mastigobasidium intermedium
Ustilaginaceae Pseudozyma aphidis
0.05
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Figura 35.  Dendr o g r a ma elabo r a d o con las secu e n ci a s de la región ITS1-5.8S rRNA-ITS2 de las especies de 
Asco my ce te s aisl a d a s e iden t i fic a d a s mole c u la rme n t e de  h o j a s de  Holcus lanatus, utiliz a n d o el métod o Neigh b o u r -
J o i n i n g , con la dista n c i a gené t i c a calcul a da según el método Kimura 2-  pará metr o s . Los corc hetes indican familias y las 
líneas vertic a l e s órdene s . La ba rra de escala (0,05) signif i c a 5 sustitu cio n es cad a 100 nucleó tido s. 
Eurotiales 
Xylariales 
Trichosp haeriales 
Chaetomiaceae 
Sordariales 
Diaporthales 
Hypocreales 
Microascales 
Hypocreales 
Phyllachorales 
Hyaloscyphaceae 
Helotiales 
Leptosphaeriaceae 
Phaeosphaeriaceae 
Pleosp o rales 
Botriosphaeriales 
 Penicillium virgatum
 Penicillium sp. C
 Penicillium brevicompactum
 Penicillium canescens
 Penicillium sp. A
 Penicillium thomii
 Penicillium sp. B
 Aspergillus tubingensis
 Penicillium citrinum
Trichocomaceae
 Ascomycete desconocido 8
 Ascomycete desconocido 3 0
 Microdochium sp.
Diatrypaceae Eutypella cerviculata
 Hypoxylon fuscum
 Ascomycete desconocido 1
Amphisphaeriaceae Discostroma sp.
 Xylariales sin identificar
 Nigrospora sp.
 Nigrospora oryzae
 Ascomycete desconocido 2 2
Apiosporaceae Arthrinium sp.
Cephalothecaceae Phialemonium dimorphosporum
 Chaetomium sp. A
 Trichocladium sp.
 Chaetomium sp. B
 Chaetomium sp.
 Ascomycete desconocido 15
 Ascomycete desconocido 7
 Ascomycete desconocido 2 4
Lasiophaeriaceae Schizothecium sp.
 Phialophora sp. A
 Ascomycete desconocido 29
 Ascomycete desconocido 2
 Diaporthe melonis
 Diaporthe viticola
 Phomopsis amygdali
 Phomopsis sp. B
 Phomopsis sp. C
 Phomopsis sp. A
Diaporthaceae
Valsaceae Valsa sordida
 Cryptodiaporthe salicella
 Gnomonia petiolorum
 Discula q uercina
Gnomoniaceae
 Ascomycete desconocido 4
Cordycipitaceae Cordyceps sinensis
 Fusarium sporotrichioides
 Fusarium poae
 Fusarium oxysporum
 Fusarium equiseti
Nectriaceae
Clavicipitaceae Epichloë clarkii
Cordycipitaceae Cordyceps bassiana
Ophiocordycipitae Tolypocladium cylindrosporum
Trichocomaceae Paecilomyces lilacinus
 Ascomycete desconocido 11
 Gliomastix murorum
 Acremonium cyanophagus
 Acremonium alternatum
 Emericellopsis sp.
 Myrothecium sp.
Nectriaceae Fusarium tricinctum
 Ascomycete desconocido 6
 Ascomycete desconocido 10
Ceratocystidaceae Gabarnaudia sp.
Microascaceae Petriella guttulata
 Ascomycete desconocido 3
Nectriaceae Volutella ciliata
 Acremonium sp.
 Acremonium strictum
 Ascomycete desconocido 5
 Verticillium nigrescens
 Plectosphaerella cucumerina
Plectosphaerellaceae
 Colletotrichum gloeosporioides
 Glomerella graminicola
 Colletotrichum trichellum
 Colletotrichum sp.
Phyllachoraceae
Rhytismataceae Lophodermium sp.
 Ascomycete desconocido 18
 Helgardia anguioides
Vibrisseaceae Phialocephala scopiformis
Dermataceae Neofabraea alba
 Ascomycete desconocido 1 4
 Ascomycete desconocido 23
 Mycoarthris corallinus
 Lachnum sp.
 Phialophora sp. B
 Ascomycete desconocido 2 0
Myxotrichaceae Oidiodendron sp.
 Ascomycete desconocido 21
 Ascomycete desconocido 1 7
 Ascomycete desconocido 1 2
 Ascomycete desconocido 1 6
 Ascomycete desconocido 9
 Leptosphaerulina chartarum
 Pleurophoma cava
 Ascomycete desconocido 26
 Leptosphaeria sp. A
 Leptosphaeria sp. B
 Leptosphaeria microscopica
 Coniothyrium cereale
 Phaeosphaeria pontiformis
 Phaeosphaeria sp. B
 Phaeosphaeria sp. A
 Phaeosphaeria sp. C
 Ascomycete desconocido 1 3
 Ascomycete desconocido 28
 Ascomycete desconocido 25
 Drechslera erythrospila
 Drechslera sp. A
 Cochliobolus sativus
 Stemphylium solani
 Ulocladium sp.
 Alternaria citri
 Drechslera sp. B
Pleosporaceae
 Pleosporales sin identificar
 Didymella bryoniae
 Phoma herbarum
 Phoma sp.
 Phoma pinodella
 Preussia minima
 Preussia sp.
 Preussia isomera
 Sporormia subticinensis
Sporormiaceae
Chaetomiaceae Trichocladium opacum
 Ascomycete desconocido 27
 Guignardia philoprina
 Botryosphaeria dothidea
 Botryosphaeria australis
Botryosphaeriaceae
Davidiellaceae Cladosporium cladosporioides
Phyllachoraceae Glomerella lagenaria
Dothioraceae Aureobasidium pullulans
Incertae sedis Debaryomyces hansenii
 Ascomycete desconocido 19
0 .05
I  Sordariales 
I Capnodiales 
I Dothid eales 
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F i g u r a 36.  Dendr o g r a ma elab o ra d o con las secue n c ia s de la regi ó n ITS1- 5 . 8 S rRNA - I T S2 de las espe c i e s aislada s e 
iden t i fi ca d a s mole c ul a r me n t e, de raíc e s de  Holcus lanatus, utiliz a n d o el método Neigh b o u r - J o i n i n g , con la dist a n c i a 
genéti c a calcul a d a según el método Kimura 2-pa rameter . L o s corch e te s indic a n famil i a s y las línea s vert ic a le s órden e s y 
phy l um. La barra de es ca la (0,0 5) sign i f ic a 5 sustitu cio n es cad a 100 nucleó tido s. 
I Botryos p h a e r i al e s 
Helot iales 
Hypoc r e a l es 
Euroti a le s 
Xylari a l e s 
Diaporthales 
Sordar i a l es 
BASIDIOMYCOTA 
ZYGOMYCOTA 
A
S
C
O
M
Y
C
O
T
A 
I Pleospor a l es 
Conioc h a et a l es 
Pleos p or a l es 
Nectriaceae 
I Tremellales  
I Cant harellales  
I Mort ierellales  
I Muc orales  
Trichocomaceae Pae c i l o m y c e s c a rn e u s
 Fu s a ri u m  s o l a n i
 Fu s a ri u m  tri c i n c tu m
 Fu s a ri u m  c u l m o ru m
 Fu s a ri um  e q u i s e t i
 Fu s a ri um  s u bg l ut i n a n s
 Fu s a ri u m  ox y s po ru m
 Ac re m o ni u m  a lt e rn a tu m
 As c o m y c e t e de s c o n oc i do 51
 As c o m y c e t e de s c o n o c i d o 34
 Ga e u m a n n om y c e s c y l i n d ro s p o ru s
 Ga e um a n n o m y c e s gra m i n i s
Magnaporthaceae
 As c om y c e te de s c on o c i d o 4 2
 M in i m i d o c hi u m  s p .
 As c o m y c e t e de s c o n o c i d o 4 9
 As c o m y c e t e de s c o n o c i do 50
 As c o m y c e te d e s c o n o c i d o 4 7
Sordariaceae Sorda ri a s p . / As o rd a ri a s p.
Cephalothecaceae Phia l e m on i um  dim o rp ho s p o ru m
Chaetomiaceae Cha e to m i u m  fu ni c ol a
 As c o m y c e te d e s c o n o c i d o 5 2
 As c o m y c e t e de s c o no c i d o 2 9
Lasiosphaeriaceae Pod o s po ra te tra s p o ra
Coniochaetaceae Coni o c h a e ta l ig n i a ri a
Diaporthaceae Pho m o p s i s c o l u m n a ri s
Trichosphae riale s Ni gro s po ra s p.
 M ic ro d o c hi u m  niv a l e
 Bi s c o g n i a u x i a m e d i t e rra n e a
Xylariaceae Xy la ri a s p.
 As c o m y c e t e de s c o no c i d o 4 8
 As c o m y c e t e de s c o n oc i do 54
 As c o m y c e te de s c o no c i d o 4 4
Botryosphaeriaceae Botry o s p h a e ri a do th i d e a
 As c o m y c e t e de s c o n oc i do 53
 As c om y c e te de s c on o c i d o 3 3
 As c o m y c e te d e s c o n o c i d o 3 1
 As c o m y c e t e de s c o n o c i d o 4 5
 Pe ri c o ni a m a c ro s p i n o s a
 Ph o m a te rre s t ri s
Pleosporaceae Dre c h s l e ra sp . B
 Py re n o c ha e ta sp .
 As c o m y c e t e de s c o n oc i do 35
Leptosphaeriaceae Lep t os p h a e ri a s p . A
 As c o m y c e te de s c on o c i d o 1 9
 Ph om a pin o d e l l a
 Ph o m a he rb a ru m
 Ph a e o s p h a e ri a lu c tu o s a
 Ph a e os p h a e ri a po n ti fo rm i s
Phaesphaeriaceae
 As c om y c e te de s c on o c i d o 4 1
 As c om y c e te de s c on o c i d o 3 2
 As c o m y c e t e de s c o n o c i d o 43
 As c o m y c e t e de s c o n o c i d o 4 6
 Ph i a l o p h o ra a l ba
 As c o m y c e t e de s c o no c i d o 3 6
 As c o m y c e t e de s c o n o c i do 37
 As c o m y c e te de s c o no c i d o 3 9
 Le p t o do n ti d i u m  s p .
Dermataceae Cry p t o s p o ri o ps i s sp .
Hyaloscyphaceae La c hn u m  sp .
 Gla re a sp .
 As c o m y c e t e de s c o n oc i do 38
 As c om y c e te de s c on o c i d o 4 0
Tubeufiaceae He li c o s p ori u m  pa l l i d u m
Tremellaceae Cry p to c o c c u s po dz o l i c us
Ceratobasidiaceae Ce ra to b a s i d i u m  s p .
Mortierellaceae M ort i e re l l a s p . / Um b e l o p s i s s p .
Mucoraceae Muc or hie m a l i s
0. 05
Tabla 11 . Especies de endofito s identifi c a d a s en 196 muestr a s de hojas y en 77 mue stra s de raíces de Holcus lanatus . 
 
N º DE AISLAD O S  
A I S LA DO
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MORF O L ÓGI C A  
I D E N T I FI CAC I ÓN BASAD A 
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% IDENTIDAD
F A S TA  
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PROPU E S TA  H o j a s Raíces Tota l 
2 011 Alternaria sp .  Alternaria arborescens a 1 00 ,00 Alternaria sp . *  8 2 9 91 
2001 Cladosporium s p .  n . s . - Cladosporium s p . *  6 4 3 67 
2193 Penicillium sp .  n . s . - Penicillium sp . *  2 9 8 37 
2045 Epicoccum sp.  n . s . - Epicoccum sp .  *  2 8 5 33 
3223 Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullulans 1 00 ,00 Aureobasidium pullulans *  2 7 0 27 
2384 Acremonium sp .  Acremonium sp .  9 9, 14 Acremonium sp . *  1 3 9 22 
2065 Podospora sp .  n . s . - Podospora sp . *  8 7 15 
3117 Curvularia inaequalis  n . s . - Curvularia inaequalis *  9 5 14 
2795 Arthrinium sp.   Arthrinium sp.   9 9, 82 Arthrinium sp.  *  1 2 1 13 
3200 Aspergillus tubingensis  Aspergillus tubingensis  1 00 ,00 Aspergillus tubingensis *  7 3 10 
2439 Drechslera sp.  n . s . - Drechslera sp. *  1 0 0 10 
2151 Phialemonium s p .  Phialemonium dimorphosporum 9 9, 06 Phialemonium dimorphosporum *  7 1 8 
3130 Chaetomium sp . Chaetomium globosum  1 00 ,00 Chaetomium globosum * 7 0 7 
2403 Chaetomium sp .  n . s . - Chaetomium sp . *  7 0 7 
2829 Cultiv o estéril Hong o sin identif icar 90, 73 Ascomyc e t e descono c id o 1 7 0 7 
2476 Fusarium sp .  Fusarium oxysporum 9 9, 81 Fusarium oxysporum *  2 4 6 
3449 Drechslera sp.  Drechslera sp.  9 8, 19 Drechslera sp. B *  1 4 5 
2009 Microdochium s p .  Microdochium s p .  9 5, 33 Microdochium s p .  *  2 3 5 
2814 Levad ur a sin iden tif icar Cryptococcus victoriae 9 9, 80 Cryptococcus victoriae 4 0 4 
3475 Diaporthe sp .  Diaporthe viticola  1 00 ,00 Diaporthe viticola *  4 0 4 
3288 Epichloë sp .  Epichloë baconii 9 8, 26 Epichloë clarkii *  3 1 4 
3674 Fusarium sporotrichioides  Fusarium sporotrichioides  9 8, 87 Fusarium sporotrichioides *  4 0 4 
2010 Fusarium sp .  Fusarium tricinctum  9 9, 63 Fusarium tricinctum  1 3 4 
3435 Leptodontidium sp .   Leptodontidium sp .   9 6, 87 Leptodontidium sp .   0 4 4 
3957 Nigrospora sp.  Nigrospora oryzae 9 8, 87 Nigrospora oryzae *  4 0 4 
3465 Periconia macrospinosa  Periconia macrospinosa  9 9, 40 Periconia macrospinosa  0 4 4 
3326 Phaeosphaeria s p .  Phaeosphaeria pontiformis 9 6, 14 Phaeosphaeria pontiformis *  3 1 4 
2400 Phaeosphaeria sp.  n . s . - Phaeosphaeria sp. *  3 1 4 
2475 Ulocladium sp.  Ulocladium sp.  9 9, 82 Ulocladium sp. *  4 0 4 
2396 Acremonium sp .  Acremonium alternatum  9 9, 46 Acremonium alternatum  2 1 3 
3148 Acremonium cyanophagus  Acremonium cyanophagus  9 9, 81 Acremonium cyanophagus *  3 0 3 
3939 Chaetomium funicola  Chaetomium funicola  9 8, 37 Chaetomium funicola  0 3 3 
Tabla 11. C o n t i n u a c i ó n . 
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2 167 Drechslera sp.  Drechslera sp.  9 9, 06 Drechslera sp. A  3 0 3 
3653 Emericellopsis s p .   Emericellopsis s p .   9 7, 49  Emericellopsis s p .   3 0 3 
3358 Fusarium sp .  Fusarium equiseti  1 00 ,00 Fusarium equiseti *  1 2 3 
2027 Fusarium sp .  Fusarium poae 1 00 ,00 Fusarium poae 3 0 3 
3755 Gaeumannomyces cylindrosporus  Gaeumannomyces cylindrosporus  9 9, 46 Gaeumannomyces cylindrosporus   0 3 3 
2816 Cultiv o estéril Hong o endo fítico 98, 09 Ascomyc e t e descono c id o 2 3 0 3 
2823 Acremonium sp . Acremonium strictum  9 9, 46 Acremonium strictum  2 0 2 
3122 Cultiv o estéril Botryosphaeria dothidea 9 9, 79 Botryosphaeria dothidea 1 1 2 
3663 Cochliobolus sp . Cochliobolus sativus 1 00 ,00 Cochliobolus sativus 2 0 2 
2002 Colletotrichum s p .   Colletotrichum s p .   9 9, 82 Colletotrichum s p .  *  2 0 2 
3836 Coniochaeta ligniaria  Coniochaeta ligniaria  9 9, 64 Coniochaeta ligniaria  0 2 2 
2107 Cultiv o estéril  Coniothyrium cereale 9 8, 31 Coniothyrium cereale 2 0 2 
3515 Cultiv o estéril Coprinellus disseminatus 9 8, 80 Coprinellus disseminatus *  2 0 2 
3155 Cordyceps s p . Cordyceps bassiana 9 9, 63 Cordyceps bassiana 2 0 2 
3473 Discula quercina  Discula quercina  1 00 ,00 Discula quercina *  2 0 2 
2020 Fusarium sp .   n . s . - Fusarium sp .   2 0 2 
3263 Gaeumannomyces graminis Gaeumannomyces graminis 9 9, 63 Gaeumannomyces graminis 0 2 2 
2138 Lachnum sp .   Lachnum sp .   9 6, 57 Lachnum sp .   1 1 2 
2809 Leptosphaeria s p .  Leptosphaeria s p .  9 8, 61 Leptosphaeria s p . A  1 1 2 
2024 Myrothecium sp .   Myrothecium sp .   9 5, 74 Myrothecium sp .   2 0 2 
3786 Nigrospora sp.   Nigrospora sp.   9 5, 69 Nigrospora sp.  *  1 1 2 
3153 Penicillium sp .  Penicillium brevicompactum  9 9, 66 Penicillium brevicompactum  2 0 2 
2427 Penicillium sp .  Penicillium canescens   1 00 ,00 Penicillium canescens   2 0 2 
3350 Cultiv o estéril Phoma herbarum  9 8, 81 Phoma herbarum *  1 1 2 
2815 Phoma sp .  Phoma pinodella 9 9, 23 Phoma pinodella 1 1 2 
3932 Phomopsis columnaris  Phomopsis columnaris  9 9, 43  Phomopsis columnaris  0 2 2 
3803 Phomopsis sp .   Phomopsis sp .   9 6, 59 Phomopsis sp .  C * 2 0 2 
2050 Pleosporales sp .  Pleosporales sp .  9 5, 59 Pleosp orales  sin iden tificar  2 0 2 
2122 Pseudozyma sp.  Pseudozyma aphidis 9 9, 04 Pseudozyma aphidis 2 0 2 
3640 Stemphylium sp .  Stemphylium solani  1 00 ,00 Stemphylium solani  2 0 2 
3316 Trichocladium s p .  Trichocladium s p .  9 6, 89 Trichocladium s p . *  2 0 2 
3709 Valsa sp .  Valsa sordida  9 9, 48 Valsa sordida  2 0 2 
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3 327  Cultiv o estéril Scopulariopsis chartarum 8 3, 30 Ascomycete desconocid o 3 * 2 0 2 
3492  Cultiv o estéril Sphaeronaemella fragariae 9 3, 00 Ascomycete desconocid o 4 * 2 0 2 
3351  Cultiv o estéril Hong o endo fítico 94, 09 Ascomycete desconocid o 19 * 1 1 2 
3844  Cultiv o estéril Cercophora coprophila 9 1, 26 Ascomycete desconocid o 29 * 1 1 2 
3972  Cultiv o estéril Soil fun g al sp. 98, 88 Ascomycete desconocid o 30 * 1 1 2 
3211 Cultiv o estéril Paraphaeosphaeria  sp. 80,77  Ascomycete desconocid o 31 0 2 2 
3364 Cultiv o estéril Pleosp or a l e s sp. 91, 43  Ascomycete desconocid o 32 0 2 2 
3891 Cultiv o estéril Humicola fuscoatra 8 7, 11  Ascomycete desconocid o 33 0 2 2 
3936 Cultiv o estéril Strattonia oblecythiformis 8 4, 44  Ascomycete desconocid o 34 0 2 2 
3967 Cultiv o estéril Hong o sin identif icar 83, 45 Ascomycete desconocid o 35 0 2 2 
3268 Cultiv o estéril Agrocybe pediades  9 9, 85 Agrocybe pediades *  1 0 1 
2013 Alternaria sp .  Alternaria citri  1 00 ,00 Alternaria citri  1 0 1 
2105 Aspergillus terreus  n . s .  - Aspergillus terreus  1 0 1 
3961 Biscogniauxia mediterranea Biscogniauxia mediterranea 9 9, 81 Biscogniauxia mediterranea 0 1 1 
2030 Cultiv o estéril Botryosphaeria australis 9 9, 64 Botryosphaeria australis 1 0 1 
3334 Ceratobasidium sp .   Ceratobasidium sp .   9 9, 36 Ceratobasidium sp .   0 1 1 
2145 Chaetomium sp .  Chaetomium sp .  9 3, 66 Chaetomium sp . A  1 0 1 
3258 Chaetomium sp .   Chaetomium sp .   9 9, 82 Chaetomium sp .  B * 1 0 1 
2130 Cladosporium s p . Cladosporium cladosporioides 9 9, 82 Cladosporium cladosporioides 1 0 1 
2053 Colletotrichum s p . Colletotrichum gloeosporioides 9 9, 83 Colletotrichum gloeosporioides 1 0 1 
2818 Colletotrichum s p . Colletotrichum trichellum  9 9, 64 Colletotrichum trichellum  1 0 1 
3534 Cultiv o estéril Coprinus micaceus  9 9, 55 Coprinus micaceus *  1 0 1 
3495 Cordyceps s p . Cordyceps sinensis  1 00 ,00 Cordyceps sinensis *  1 0 1 
3422 Cryptococcus podzolicus  Cryptococcus podzolicus  9 9, 39 Cryptococcus podzolicus  0 1 1 
2452 Levad ur a sin iden tif icar Cryptococcus sp .   9 9, 10 Cryptococcus sp .  A 1 0 1 
2827 Levad ur a sin iden tif icar Cryptococcus sp .   9 9, 80 Cryptococcus sp .  B 1 0 1 
2850 Levad ur a sin iden tif icar Cryptococcus sp .  9 8, 17 Cryptococcus sp . C  1 0 1 
3390 Cultiv o estéril  Cryptodiaporthe salicella  1 00 ,00 Cryptodiaporthe salicella  1 0 1 
3386 Cryptosporiopsis s p .   Cryptosporiopsis s p .   9 9, 24 Cryptosporiopsis s p .   0 1 1 
3242 Debaryomyces hansenii  Debaryomyces hansenii  9 9, 84 Debaryomyces hansenii *  1 0 1 
3802 Diaporthe sp .   Diaporthe melonis  9 9, 62 Diaporthe melonis *  1 0 1 
3357 Didymella bryoniae  Didymella bryoniae  9 8, 63 Didymella bryoniae *  1 0 1 
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2 798 Dioszegia hungarica  Dioszegia hungarica  9 9, 15 Dioszegia hungarica  1 0 1 
2455 Discostroma sp .  Discostroma sp .  9 5, 01 Discostroma sp .  1 0 1 
3747 Drechslera sp.  Drechslera erythrospila 9 9, 82 Drechslera erythrospila*  1 0 1 
3218 Eutypella cerviculata  Eutypella cerviculata  1 00 ,00 Eutypella cerviculata *  1 0 1 
3873 Fusarium culmorum  Fusarium culmorum  9 9, 81 Fusarium culmorum  0 1 1 
3806 Fusarium solani  Fusarium solani  1 00 ,00 Fusarium solani  0 1 1 
3378 Fusarium subglutinans  Fusarium subglutinans  1 00 ,00 Fusarium subglutinans  0 1 1 
2436 Garbarnaudia s p .   Sarcopodium  sp.  8 5, 56 Garbarnaudia s p .  b  1 0 1 
3330 Glarea sp .  Glarea lozoyensis  9 6. 6 Glarea sp .   0 1 1 
2127 Gliomastix murorum  Gliomastix murorum  9 9, 13 Gliomastix murorum  1 0 1 
2460 Fusarium sp . Glomerella graminicola 9 9, 46 Glomerella graminicola 1 0 1 
3281 Fusarium sp . Glomerella lagenaria  9 8, 05 Glomerella lagenaria *  1 0 1 
3743 Gnomonia petiolorum Sirococcus conigenus 8 9, 67 Gnomonia petiolorum  b *  1 0 1 
2136 Guignardia philoprina Guignardia philoprina 9 9, 79 Guignardia philoprina 1 0 1 
2838 Helgardia sp .  Helgardia anguioides 9 9, 41 Helgardia anguioides 1 0 1 
3486 Helicosporium pallidum Helicosporium pallidum 9 8, 90  Helicosporium pallidum 0 1 1 
2796 Hypoxylon fuscum Hypoxylon fuscum 9 9, 64 Hypoxylon fuscum 1 0 1 
3814 Leptosphaeria s p .  Leptosphaeria microscopica  9 8, 74 Leptosphaeria microscopica *  1 0 1 
3813 Leptosphaeria s p .   Leptosphaeria s p .   9 6, 75 Leptosphaeria s p .  B * 1 0 1 
1999 Leptosphaerulina sp.  Leptosphaerulina chartarum 1 00 ,00 Leptosphaerulina chartarum 1 0 1 
3396 Lophodermium s p .   Lophodermium s p .   9 7, 29 Lophodermium s p .  *  1 0 1 
2841 Mastigobasidium sp.  Mastigobasidium intermedium 9 8, 11 Mastigobasidium intermedium 1 0 1 
3585 Microdochium nivale  Microdochium nivale 9 9, 25  Microdochium nivale b  0 1 1 
3871 Minimidochium sp .   H ong o sin identif icar  1 00 ,00 Minimidochium sp .   0 1 1 
3584 Mortierella sp   Mortierella sp .  9 9, 44  Mortierella sp .  0 1 1 
3322 Mucor hiemalis  Mucor hiemalis  9 9, 35  Mucor hiemalis  0 1 1 
2803 Cultiv o estéril  Mycoarthris corallinus  9 9, 28 Mycoarthris corallinus  1 0 1 
3438 Neofabraea sp.  Neofabraea alba  9 9, 81 Neofabraea alba *  1 0 1 
3559 Oidiodendron s p .   Oidiodendron s p .   9 7, 49 Oidiodendron s p .  *  1 0 1 
3385 Paecilomyces carneus Paecilomyces carneus 1 00 ,00 Paecilomyces carneus 0 1 1 
2197 Paecilomyces sp .  Paecilomyces lilacinus  9 9, 83 Paecilomyces lilacinus  1 0 1 
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2 482 Penicillium sp .  Penicillium citrinum  9 9, 62 Penicillium citrinum  1 0 1 
3724 Penicillium sp .  Penicillium thomii  9 9, 64 Penicillium thomii  1 0 1 
3411 Penicillium sp .  Penicillium virgatum  9 9, 58 Penicillium virgatum *  1 0 1 
2225 Penicillium sp .  Penicillium sp .  9 9, 64 Penicillium sp . A  1 0 1 
2434 Penicillium sp .  Penicillium sp .  9 8, 20 Penicillium sp . B  1 0 1 
3187 Penicillium sp .   Penicillium sp .   9 9, 78 Penicillium sp .  C 1 0 1 
4150 Cultiv o estéril  Petriella guttulata  9 6, 52 Petriella guttulata *  1 0 1 
3204 Phaeosphaeria luctuosa Phaeosphaeria luctuosa 1 00 ,00 Phaeosphaeria luctuosa 0 1 1 
2140 Phaeosphaeria s p .  Phaeosphaeria s p .  9 4, 68 Phaeosphaeria sp. A  1 0 1 
2152 Phaeosphaeria s p .  Phaeosphaeria s p .  9 6, 35 Phaeosphaeria sp. B  1 0 1 
2467 Phaeosphaeria s p .  Phaeosphaeria s p .  9 9, 72 Phaeosphaeria sp. C  1 0 1 
3196 Phialocephala s p .  Phialocephala scopiformis  9 8, 91 Phialocephala scopiformis  1 0 1 
3469 Phialophora alba A s c o myc e t e de hojara s c a 97, 48  Phialophora alba  b  0 1 1 
2834 Phialophora sp .  Phialophora sp .  1 00 ,00 Phialophora sp . A  1 0 1 
3590 Phialophora sp .   Phialophora sp .   9 7, 71 Phialophora sp .  B * 1 0 1 
3545 Phoma terrestris  Alternaria longissima 9 9, 59  Phoma terrestris b  0 1 1 
2453 Phoma sp .  Phoma sp .  9 9, 04 Phoma sp .  1 0 1 
3474 Phomopsis sp .  Phomopsis amygdali 9 9, 47 Phomopsis amygdali *  1 0 1 
3336 Phomopsis sp .   Phomopsis sp .   9 6, 97 Phomopsis sp .  A * 1 0 1 
3516 Phomopsis sp .  Phomopsis sp .  9 8, 37 Phomopsis sp . B *  1 0 1 
2414 Plectosphaerella sp .  Plectosphaerella cucumerina  9 8, 87 Plectosphaerella cucumerina  1 0 1 
2811 Pleurophoma sp .  Pleurophoma cava  1 00 ,00 Pleurophoma cava  1 0 1 
3965 Podospora tetraspora  Podospora tetraspora  9 9, 06 Podospora tetraspora  0 1 1 
3574 Preussia sp .  Preussia isomera  1 00 ,00 Preussia isomera *  1 0 1 
2821 Preussia sp .  Preussia minima 9 8, 44 Preussia minima 1 0 1 
3305 Preussia sp .  Preussia sp .  9 9, 43 Preussia sp . *  1 0 1 
3767 Pyrenochaeta s p .   Pyrenochaeta s p .   9 4, 62  Pyrenochaeta s p .   0 1 1 
2051 Rhodotorula sp .  Rhodotorula glutinis 9 9, 66 Rhodotorula glutinis 1 0 1 
3209 Rhodotorula sp .  Rhodotorula slooffiae  9 9, 82 Rhodotorula slooffiae *  1 0 1 
3185 Cultiv o estéril Schizothecium s p .   9 6, 34 Schizothecium s p .   1 0 1 
3941 Cultiv o estéril  Sordaria fimicola 9 9, 82  Sordaria fimicola 0 1 1 
Tabla 11. C o n t i n u a c i ó n . 
 
N º DE AISLAD O S  
A I S LA DO  
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A  
I D E N T I FI CAC I ÓN BASAD A 
EN LA SECUENCIA  
% IDENTIDAD
F A S TA  
IDENTIFICACIÓN 
PROPU E S TA  H o j a s R a í c e s Tota l 
3 734 Sporormia sp .  Sporormia subticinensis  9 9, 81 Sporormia subticinensis  1 0 1 
2426 Tilletiopsis sp.  Tilletiopsis pallescens  9 9, 58 Tilletiopsis pallescens  1 0 1 
3398 Tolypocladium s p .  Tolypocladium cylindrosporum  1 00 ,00 Tolypocladium cylindrosporum *  1 0 1 
2801 Trametes sp .  Trametes ochracea / versicolor 9 9, 83 Trametes ochracea / versicolor 1 0 1 
3252 Trichocladium s p .  Trichocladium opacum  9 9, 81 Trichocladium opacum *  1 0 1 
3570 Verticillium sp.  Verticillium nigrescens 9 9, 80 Verticillium nigrescens *  1 0 1 
2831 Volutella sp.  Volutella ciliata 9 7, 54 Volutella ciliata 1 0 1 
3749 Xylaria sp.   Xylaria sp.   9 7, 82 Xylaria sp.   0 1 1 
2012 Xylariales sp. Xylariales sp. 99, 24 Xylariales sin iden tificar 1 0 1 
2113 Cultiv o estéril Acremonium sp. 90,93 Ascomyc e t e descono c id o 5 1 0 1 
2116 Cultiv o estéril Ascomyc e t e sp. 93, 02 Ascomyc e t e descono c id o 6 1 0 1 
2128 Cultiv o estéril Thielavia hyalocarpa 9 2, 48 Ascomyc e t e descono c id o 7 1 0 1 
2190 Cultiv o estéril Libertella sp. 81,59 Ascomyc e t e descono c id o 8 1 0 1 
2194 Cultiv o estéril Microdiplodia hawaiiensis 9 2, 60 Ascomyc e t e descono c id o 9 1 0 1 
2401 Cultiv o estéril Ascomyc e t e sp. 89, 25  Ascomycete desconocid o 10 1 0 1 
2429 Cultiv o estéril Gliomastix murorum 8 6, 32 Ascomycete desconocid o 11 1 0 1 
2812 Cultiv o estéril Hong o sin identif icar 98, 28 Ascomycete desconocid o 12 1 0 1 
2839 Cultiv o estéril Ascomyc e t e sin iden tif i c a r 100 ,00 Ascomycete desconocid o 13 1 0 1 
3208  Cultiv o estéril Ericoid mycorrhizal 93, 33 Ascomycete desconocid o 14 * 1 0 1 
3251  Cultiv o estéril Hong o endo fítico 96, 92 Ascomycete desconocid o 15 * 1 0 1 
3259  Cultiv o estéril Hong o endo fítico 94, 74 Ascomycete desconocid o 16 * 1 0 1 
3267  Cultiv o estéril Asco mycete end ofítico 82, 05 Ascomycete desconocid o 17 * 1 0 1 
3338  Cultiv o estéril Sarea  sp. 82,33 Ascomycete desconocid o 18 * 1 0 1 
3403  Cultiv o estéril Lambertella pruni 8 9, 06 Ascomycete desconocid o 20 * 1 0 1 
3412  Cultiv o estéril Ascomyc e t e sp. 86, 82  Ascomycete desconocid o 21 * 1 0 1 
3538  Cultiv o estéril Amphisphaeria sp. 85,64 Ascomycete desconocid o 22 * 1 0 1 
3542  Cultiv o estéril Hong o endo fítico 93, 95 Ascomycete desconocid o 23 * 1 0 1 
3583  Cultiv o estéril Madurella mycetomatis 8 3, 39 Ascomycete desconocid o 24 * 1 0 1 
3679 Cultiv o estéril Phoma betae 8 6, 05 Ascomycete desconocid o 25 1 0 1 
3704 Cultiv o estéril Phoma cava 9 2, 52 Ascomycete desconocid o 26 1 0 1 
3706 Cultiv o estéril Ascomyc e t e sp. 97, 80 Ascomycete desconocid o 27 1 0 1 
Tabla 11. C o n t i n u a c i ó n . 
 
 
Nota . a La espe ci e fue iden ti f i cada fina l me n te como Alternaria sp. debi d o a que la ident i fi c a c i ó n molec u l a r dio un porce n ta j e de identida d en FASTA del 100% para las especies Alternaria 
arborescens, Alternaria longipes, Alternaria tenuissima, Alternaria mali y  Alternaria alternata. b Identi f i c a c i ó n propue s t a basada en la id enti f i c a c i ó n morfol ó g i c a . *Espec i e foliar 
identi fi c a d a en las 11 locali d a de s donde se analizaron muestras de hojas y raíces. 
 
N º DE AISLAD O S  
A I S LA DO  
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A  
I D E N T I FI CAC I ÓN BASAD A 
EN LA SECUENCIA  
% IDENTIDAD
F A S TA  
IDENTIFICACIÓN 
PROPU E S TA  H o j a s R a í c e s Tota l 
3 809  Cultiv o estéril Shiraia  sp. 90,60 Ascomycete desconocid o 28 * 1 0 1 
3210 Cultiv o estéril Ascomyc e t e sp. 97, 11 Ascomycete desconocid o 36 0 1 1 
3236 Cultiv o estéril Hong o endo fítico 95, 37  Ascomycete desconocid o 37 0 1 1 
3284 Cultiv o estéril Phialophora  sp. 87,45  Ascomycete desconocid o 38 0 1 1 
3363 Cultiv o estéril Cordyceps cylindrica 9 4, 25  Ascomycete desconocid o 39 0 1 1 
3423 Cultiv o estéril Hong o sin identif icar 93, 50  Ascomycete desconocid o 40 0 1 1 
3434 Cultiv o estéril Helo tiales sp. 93, 65  Ascomycete desconocid o 41 0 1 1 
3461 Cultiv o estéril Hong o sin identif icar  91,86  Ascomycete desconocid o 42 0 1 1 
3487 Cultiv o estéril Hong o sin identif icar  93,24  Ascomycete desconocid o 43 0 1 1 
3541 Cultiv o estéril Pyrenochaeta lycopersici 8 6, 29  Ascomycete desconocid o 44 0 1 1 
3789 Cultiv o estéril Hong o endo fítico 93, 44 Ascomycete desconocid o 45 0 1 1 
3804 Cultiv o estéril Ascomyc e t e de hojara s c a 97, 93  Ascomycete desconocid o 46 0 1 1 
3817 Cultiv o estéril Ascomyc e t e de hojara s c a 97, 25  Ascomycete desconocid o 47 0 1 1 
3847 Cultiv o estéril Podospora decidua 9 0, 80  Ascomycete desconocid o 48 0 1 1 
3855 Cultiv o estéril Hong o de tier ra 91, 13  Ascomycete desconocid o 49 0 1 1 
3857 Cultiv o estéril Dactylaria junci 8 6, 80  Ascomycete desconocid o 50 0 1 1 
3874 Cultiv o estéril Flumicola coronata 8 2, 03  Ascomycete desconocid o 51 0 1 1 
3894 Cultiv o estéril Trichoderma sp. 82,32  Ascomycete desconocid o 52 0 1 1 
3966 Cultiv o estéril Preussia aemulans 9 0, 39 Ascomycete desconocid o 53 0 1 1 
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Ta bla 12 . Distr ibu ción taxonó mica de la mico b io ta endo f ítica aislad a de Holcus lanatus. 
 
P H Y L U M / O r d e n / 
Familia  
Nº  
GÉNEROS 
Nº  
ESPECIES 
PHYLUM / O r d e n / 
Familia  
Nº  
GÉNEROS 
Nº  
ESPECIES 
ASCOMYCOT A   Inc e r t a e sedi s   
B o t r y o sphae r i al e s   Apiosporaceae 1 1 
Botryosphaeriaceae 2 3 Magnaporthaceae  1 2 
Capno diale s   Myxotrichaceae  1 1 
Davidiellaceae 1 2 Plectosphaerellaceae  2 2 
C o n i o c h a e t a l e s   Incertae sedis 2 2 
Coniochaetaceae 1 1 Sin identi f i c a r ¿ 53 
D i a p o r t h a l e s    T o t a l 76 190 
Diaporthaceae 2 7 B A S I D I O M Y C O T A    
Gnomoniaceae 3 3 A g a r i c a l e s   
Valsaceae 1 1 Agaricaceae 1 1 
D o t h i d e a l e s    Psathyrellaceae  1 1 
Dothioraceae 1 1 Strophariacea  1 1 
E ur o t i a l e s   C a n t h a r e l l a l e s   
Trichocomaceae 3 13 Ceratobasidiaceae 1 1 
H e l o t i al e s   Le uc ospor i diale s   
Dermataceae 2 2 Incertae sedis 1 1 
Hyaloscyphaceae 2 2 P o ly por a l e s    
Vibrisseaceae 1 1 Polyporaceae  1 1 
Incer ta e sedi s  3 5 S p o r i d i o b o l a l e s    
H y p o cr e al e s   Incertae sedis 1 2 
Clavicipitaceae 1 1 T r e m el l a le s   
Cordycipitaceae 1 2 Tremellaceae 2 6 
Nectriaceae 2 10 U s t i l a g i n a l e s    
Ophyocordicipitaceae 1 1 Ustilaginaceae  1 1 
Incertae sedis 5 8 Inc e r t a e sedi s    
M i cr o a sc a l e s   Incertae sedis 1 1 
Ceratocystidaceae 1 1 T o t a l 11 16 
Microascaceae 1 1 ZYG O M Y C O T A    
Phy llachorales   M o r t ie re l l a le s   
Phyllachoraceae 2 5 Mortierellaceae  1 1 
P l e o s p o r a l e s   M uc o r a le s    
Leptosphaeriaceae 2 4 Mucoracellaceae  1 1 
Phaeosphaeriaceae 1 6 Total  2 2 
Pleosporaceae 7 11 TOTAL  89  208  
Sporormiaceae 2 4    
Tubeufiaceae 1 1    
Incertae sedis 5 8    
Sin identi f ic a r  ¿ 1    
Rhy t ismatales      
Rhytismataceae 1 1   
Sac c ha r o my c e ta l e s      
Incer ta e sedi s  1 1    
S o r d a r i a l e s      
Cephalothecaceae 1 1    
Chaetomiaceae 2 7    
Lasiophaeriaceae 2 2    
Sordariaceae 1 1    
Tr ic hosphae r i ale s      
Incertae sedis 1 2    
X y l a r i a l e s      
Amphisphaeriaceae 1 1    
Diatrypaceae 1 1    
Xylariaceae 3 3    
Incer ta e sedi s  1 2    
Sin identi f ic a r ¿ 1    
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4.2.3. Abundancia y diversidad biológica.  
 
L a s espec i e s de hongo s más abund a n t e s en Holcus , con más de 10 aislados cada 
uno han sido: Alternaria s p . (91 aislad o s ) , Cladosporium s p . (67), Penicillium sp. (37), 
Epicoccum sp. (33), Acremonium s p . (22), Podospora sp. (15), Curvularia inaequalis ( 1 4 ) , 
y  Arthrinium s p . (13) (Figur a 37) , l a s cuale s compr e n d e n el 48,3%  del total de aislados 
obtenid o s . Estas 8 especie s pueden cons id e r a r s e la micobi o t a domi na n t e de H. lanatus . 
 
 
F i g u ra  37. Cu ltiv o s en PDA de las espec ie s de hongo s más abund a n tes en Holcus lanatus. A .  
Acremonium sp . B.  Alternaria sp. C.  Arthrinium sp. D.  Cladosporium sp. E.  Curvularia inaequalis. F.  
Epicoccum sp . G .  Penicillium s p . H .  Podospora sp .  
 
 
Cincuen t a de las 157 especi e s foliar e s aislada s fueron plurale s (31,9%) , 
represe n t a d a s por más de un aislado , fren te a las 107 especie s únicas (68,2%) , 
repre s e n t a d a s única me n t e por un aisla d o . En las raíce s , 24 espec i e s fuero n plura l e s (30,4 % ) 
y 55 únicas (69,6% ) . De las 208 especi e s difere n t e s identi f i c a d a s en Holcus , 73 fueron 
plura l e s (35,1 % ) , las cuales compr e n d e n el 79,6% del total de aislados, y 135 especies 
fueron únicas (64,9% ) .   
 
 
El índice de diversid a d de Shannon tuvo un valor de 4,28 pa ra el total de especi e s 
aislad a s .  
 
 
BA C 
E 
D
F H G 
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4.2.4. Comparación entre la micobiota de hojas y raíces. 
 
 La compara c i ó n entre la micobi ota de la hojas y raíces de Holcus se hizo solame n t e 
con los datos de las 11 local i da d e s de las que se reali z a r o n aisla mi e n t o s de ambos órgan o s 
en cada plant a (Tabl a 13). Veint i d os espec i e s  fuero n comu n e s a ambas parte s de la plant a 
(Tabl a 14).  
 
El índice de diversi d a d de Shannon tuvo un valor de 4,02 para la s especies foliares 
y de 4,13 para las aislada s de raíz. Este valor es más elev ado que el obtenido en otras 
comuni d a d e s de endofi t o s (Arnol d et al . , 2000, 2007; Ga mboa y Bayman, 2001; Kuma r y 
Hyde, 2004; Raviraja, 2005; Higgins et al., 2006; White y Backhou s e , 2007), al igual que 
suced í a en Dactylis glomerata.  
 
 
Ta b la 13 . Número de aislado s y esp ecies de hongo s endo fítico s iden tificad as en hoj as y raíces de Holcus 
lanatus d e las 11 localid a d es dond e se realiz a r o n aisla mi e n to s de los 2 órgano s de la planta. El índic e de 
div ersid ad de Shan non (H’) fue calcu lado para el total de aislados y especies de endofito s observad a s en cada 
localid ad y órgan o. 
 
 
 
N º AISLA DOS Nº ESPECIES  D I V ER S IDAD (H’) LOCALIDA DE S  
H o j a s  R a í c e s  H o j a s R a í c e s H o j a s  R a í c e s  
Alde an u ev a del Ca min o 22 10 16 8 2,5 2,2 5 
Casa s del Monte , zona A 9 5 7 5 3,03 2,97 
Casa s del Monte , zona B 20 20 16 19 3,35 3,3 
Garg an ta del Infie rno 19 4 12 4 3,49 3,51 
Jerte 18 11 14 9 3,61 3,69 
Jerte , río Jerte 16 14 14 12 3,71 3,8 
Las Cald a s 32 25 21 19 3,8 3,9 
Morer u e la de los Infan z on e s 18 22 10 19 3,86 3,99 
Plas e n c ia , río Jerte 14 7 9 7 3,92 4,05 
Puer to de Hond ur a s 9 7 8 5 3,97 4,1 1 
Torr e s del Carriz a l 22 24 9 21 4,02 4,16 
TO TA L 199 149 77* 79* 4,0 2 4,1 3 
MEDIA por loca lida d 
MEDIA por plan ta 
18, 09 
2,5 8 
13, 45 
1,9 4 
7 
1 
7,18 
1,0 3 
3,5 7 
- 
3,6 1 
- 
Nota .  * Los totales no se corresponden con la suma de la s filas anteri or e s debido a que hay 
espe c ie s comu n es a vari a s loca l i da d e s. 
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Ta bla 14 . Diecinueve especies de endofitos aisladas e id entif i c a d a s tanto en hojas como en raíces de Holcus 
lanatus en las 11 localidad es de las que se realizaron  aisla mien to s de ambas parte s de la planta. 
 
N º DE AISLAD O S 
ESPECIE 
Hojas Raíces Tota l 
Alternaria sp .  2 6 9 35 
Cladosporium s p .  2 7 3 30 
Penicillium sp .  1 3 8 21 
Epicoccum sp .  1 1 5 16 
Curvularia inaequalis 9 5 14 
Acremonium sp .  3 9 12 
Podospora sp .  3 7 10 
Aspergillus tubingensis 6 3 9 
Arthrinium sp.  7 1 8 
Fusarium oxysporum 1 4 5 
Drechslera sp. B   4 4 
Microdochium s p .  1 3 4 
Phaeosphaeria pontiformis 3 1 4 
Fusarium equiseti 1 2 3 
Epichloë clarkii 1 1 2 
Nigrospora sp.  1 1 2 
Phaeosphaeria s p .  1 1 2 
Phialemonium dimorphosporum 1 1 2 
Phoma herbarum 1 1 2 
Ascomyc e te desc on o c id o 19 1 1 2 
Ascomyc e te desc on o c id o 29 1 1 2 
Ascomyc e te desc on o c id o 30 1 1 2 
TOTAL 120 72 192 
 
 
Al reali z a r se una comp a r a c i ó n cuant i t a t i va de la riquez a de aislad o s y de especi e s 
endofí t i c a s de cada parte de la planta , se observ ó que la difere n c i a entre las medias del  
número de aisla d o s obten i d o s de hojas y raí ces en cada local i d a d no fue estad í st i c a me n t e 
signif i c a t i v a (t= -1,4799 ; p>0,05 ) . En cuanto al nú mero de especie s , la diferen c i a entre las 
medias de hojas y raíces tampoc o result ó si gnific a t i v a (t= -0,3061; p>0, 05) , al igual que la 
diferen c i a entre  la diversi d a d observa d a (H’) en cada órgano (t= -0,1908; p>0,05). Por lo 
tanto, numé r i c a me n t e , las difere n c i a s en nú mero de aislados , especies y H’ no son 
signific a t i v a s entre hojas y raíces.  
 
Cuando se elabora r o n las curvas de acumul a c i ó n de especie s para los aislado s de 
hojas y raíces de las 11 locali d ades (Figura 38), se observó que  para el total de espec i e s 
analiz a d a s , ambas curvas fueron no asintót i c a s (Figura 38, curvas  contín u a s ) , lo  que indica 
que la diversi d a d endofít i c a se increme n t a r í a si aumen t a r a el númer o de plant a s anali z a d a s . 
Sin embarg o , las curvas para las especi e s pl urales resultar o n ser asintóti c a s (Figura 38, 
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curv a s discon t í n u a s ) , lo que indica que la ma yo r í a de espec i e s comú n me n t e asoc i a d a s a 
Holcus lanatus h a n sido aisla d a s e identi f i c a da s en el estud i o .  
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Figura 38.  Curvas de acumu l a c i ó n de espe cies de hojas (verdes) y raíces (azules) de plantas de Holcus 
lanatus de 11 localidades en las que se ai slaron endofitos de hojas y raíces, para el total de especies de 
endof ito s aisla d a s (curv a s contínu a s) , y para las espec ie s plura le s (curv a s disco n tínu a s) , ambas 
mostr a n d o la relació n entr e el nº de localid ad e s analizad a s y el nº total de especie s de hongo s aisla do s e 
iden tificado s.  
 
 
 
 
Ade más, para el estudio de  la riqueza endofítica de Holcus en las 11 local i d a de s en 
que se aislaron hongos de parte aér ea y subterránea se calcular on una serie de estimadores 
de la riquez a total de especi e s (Tabla 15). El estima d o r ICE produj o los datos más altos de 
estimación de las especies foliares, y Ch ao 2 proporcionó los mayores valores de 
estima c i ó n de las espec i e s de raíce s . El es tima dor Bootstrap produj o los valores me nores 
de riqueza de especie s en hojas y raíces. Si n embargo, las curvas producidas por todos 
estos estima d o r e s fuero n no asintó t i c a s , lo cual dificu l t a el deriva r concl u s i o ne s de los 
resultados aportados por cual quie r a de estos estimado r e s . 
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Ta b la 15.  Valo res de los estimad o r es del número total de esp ecies de endofito s aso ciad as a Holcus lanatus, 
p a r a las especie s identif i c a d as en hojas y  r a í c e s de  las  1 1 localid a d es de las que se aisla r o n endof ito s de 
ambo s órg an os de la plan ta. 
 
ESTIMADORES  H o j a s  R a í c e s  
ICE 277,07 228 ,61 
Chao 2 238,21 240,21 
Jackn if e 1 128,82 130,82 
Jackn if e 2 169,56 171,56 
Boo ts tr ap 97, 97 100 ,06 
Mich a e lis - Me nten 184,76 308,47 
 
 
Como cabía espera r tras los result a d o s  proporci o n a d o s por las curvas de 
acumul a c i ó n de especi e s, se detect ó una correl aci ó n estad í st i c a me n t e signi fi c a t i v a entre el 
númer o de aisla d o s obten i d o s y el de espec i e s identif i c a d a s , tanto en hojas (Figura 39A), 
como en  raíces (Figur a 39B).  
 
 
 
 
Figura 39.  Análisis de correlaciones entr e el nº de aislados obtenid o s y el de especie s identi f i c ad a s en hojas 
(A) y raíce s (B), de Holcus lanatus en las 11 localid ad e s en que se han aisla d o endo f ito s de ambos órgan o s. 
 
 
 
Para anal i z ar las difere nc i a s cuali t at i v a s de la micob i o t a endofí t i c a de hojas y raíce s 
se anali z ó la simil i t u d (Jacc a r d) en la micob i o t a de cada par de local i d a de s (Tabl a 16). El 
valor prome d i o de la simili t u d entre las micobi o t a s de hojas fue de J= 0,149 y el de las de 
raíces de J= 0,081. La difere n c i a entre esto s valo r e s de simi l i t u d en cada órgano fue 
estadís t i c a m e n t e signif i c a t i v a (t= -5,2648 ; p<0,0 5) . Al comp ara r la micobio t a de hojas y 
raíces de cada locali d a d (Tabla 17), la medi a de las 11 locali d a d e s fue de J= 0,088, lo que 
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indica que por estar en la mis ma localid a d, los endofitos que hay en hojas no son más 
parecid o s a los que hay en raíces, o a los de hojas de otras locali d a d e s . 
 
Ta bla 16.  Similitud estima d a mediante el índice de Jaccard,  en la composición de la micobiota de hojas 
(neg ro) o raíces (azu l) entre las 11 localid ades.  
 
 A  CMa  CMb  GI  J  JrJ  LC  MI  P  PH  TC  
A   0 ,1 5 (3) a  0 ,1 4 3 (4)  0 ,1 3 (3) 0 ,1 4 3 (4) 0 ,2 (5) 0 ,1 2 1 (4) 0 ,1 3 (3) 0 ,1 9 (4)  0 ,0 4 3 (1)  0 ,0 8 7 (2)
C M a  0 ,0 8 3 (1) a   0 ,0 9 5 (2)  0 ,1 3 3 (2) 0 ,2 1 1 (4) 0 ,2 3 5 (4) 0 ,0 7 7 (2) 0 ,2 1 4 (3) 0 ,2 3 1 (3)  0 ,0 7 1 (1)  0 ,0 6 7 (1)
C M b  0 ,0 8 3 (2)  0 ,0 4 5 (1)   0 ,1 3 (3) 0 ,1 4 3 (4) 0 ,3 0 4 (7) 0 ,1 5 6 (5) 0 ,1 3 (3) 0 ,1 3 6 (3)  0 ,0 4 3 (1)  0 ,1 3 6 (3)
GI  0 ,0 9 1 (1)  0 ,1 2 5 (1)  0 ,0 4 8 (1)  0 ,1 3 (3) 0 ,1 4 3 (3) 0 ,1 0 7 (3) 0 ,1 1 1 (2) 0 ,1 8 8 (3)  0 ,0 5 9 (1)  0 ,1 1 8 (2)
J  0 ,0 6 3 (1)  0 ,0 7 7 (1)  0 ,0 8 (2)  0 (0)   0 ,2 5 (6) 0 ,0 8 8 (3) 0 ,1 3 (3) 0 ,1 9 (4)  0 ,0 4 3 (1)  0 ,0 4 2 (1)
J r J 0 ,1 1 1 (2)  0 (0)  0 ,1 1 1 (3)  0 (0)  0 ,1 0 5 (2) 0 ,1 6 7 (5) 0 ,2 (4) 0 ,2 1 1 (4)  0 ,0 4 8 (1)  0 ,1 5 (3)
L C 0 ,1 7 4 (4)  0 ,0 4 3 (1)  0 ,1 5 6 (5)  0 ,0 4 5 (1) 0 ,1 2 (3)  0 ,1 0 7 (3)  0 ,1 9 2 (5) 0 ,1 1 1 (3)  0 ,0 7 4 (2)  0 ,3 6 4 (8)
M I 0 ,0 7 4 (2)  0 ,0 8 3 (2)  0 ,0 8 3 (3)  0 ,0 4 2 (1) 0 ,1 1 1 (3) 0 ,1 (3)  0 ,1 4 3 (5) 0 ,3 5 7 (5)  0 ,1 2 5 (2)  0 ,3 5 7 (5)
P 0 ,2 5 (3)  0 ,0 9 1 (1)  0 ,0 4 2 (1)  0 (0)  0 ,1 4 3 (2) 0 ,0 5 6 (1) 0 ,0 8 3 (2) 0 ,0 7 7 (2)  0 ,0 6 3 (1)  0 ,2 (3)
PH 0 ,1 8 2 (2)  0 (0)  0 ,0 9 5 (2)  0 ,1 2 5 (1) 0 (0)  0 ,0 6 3 (1) 0 ,0 4 3 (1) 0 ,0 4 (1)  0 ,0 9 1 (1)   0 ,1 3 3 (2)
T C 0 ,1 1 5 (3)  0 (0)  0 ,0 2 6 (1)  0 (0)  0 ,1 1 1 (3) 0 ,1 (3)  0 ,2 1 2 (7) 0 ,1 6 7 (2) 0 ,0 3 7 (1)  0 (0)   
 
Nota . a Número de especie s en co mún entre ambas local i d a d es . Localid a d e s : Aldeanue v a del Camino (A), 
Casa s del Monte , Zona A (CMa), Casa s del Monte , zona B (CMb), Gargan t a del Infiern o (GI), Jerte (J), Jerte, río 
Jerte (JrJ) , Las Caldas (LC), Morer u e l a de los Infanz o n e s (MI), Plasen c i a (P),  Puerto de Honduras (PH), Torres del 
Carriza l (TC).  
 
 
 
Ta b la 17.  Similitud esti mada mediante el índice de Jaccard entre la mico biot a de hoj as y raíces en cada una 
de las 11 localid a d es . 
 
ÓRGANO A CMa CMb GI J JrJ LC MI P PH TC TOTAL 
Hojas/ 
raíces 
0 ,1 43 0,0 91 0,1 33 0 0,0 87 0,1 3 0,1 43 0,1 43 0 0,0 67 0,0 33 0 ,0 88 
Nota . Local i d a de s : Aldea n u e va del Camin o (A), Casas del Monte, Zona A (CMa), Ca sas del Monte , zona B 
(CMb), Gargan t a del Infiern o (GI), Jert e (J), Jert e, río Jerte (JrJ), Las Ca ldas (LC), Moreru e l a de los Infanz o n e s 
(MI), Plase nc i a (P), Puert o de Hondu r a s  (PH), Torre s del Carri z a l (TC).  
 
 
La correlac i ó n entre el número de aisl a dos observados en raíce s y el númer o 
observado en hojas fue débil (Figura 40A) y a un más débil fue la corre l a c i ó n entre el 
númer o de espec i e s obser v a d a s en hojas y el número de especi e s en raíces (Figur a 40B). 
Estos result ad o s indi ca n la existe n c i a de cier ta independencia entre la  micobiota de hojas y 
la de raíces, y que la abunda n c i a en una parte no influye en la otra, como hubiese sido 
posible espera r . 
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F i g u ra 40.  Correla c ión entr e el nº de aisla d o s de hojas y de raíces (A), y entre el nº de 
especies de hojas y raíces (B) de Holcus lanatus, e n las 11 localid a d e s en que se han aislado 
endof ito s de ambas parte s de la planta.  
 
 
 
 
El 13,9% de las especies aisl adas de las 11 localidade s han sido comunes a hojas y 
raíces de H. lanatus . El resto han sido aisl a d a s exclu si v ame nte de un órgano de la planta, 
por lo que podrían ser endofitos específicos de  ese órgano, aunque no es  posibl e saber esto 
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con certez a , ya que son especi e s que fueron re presen t a d a s por un número bajo de aislados . 
Alguno s taxone s como por ejempl o Aureobasidium pullulans, c o n 9 aislado s en hojas y 
ningun o en raíces ,  y  Chaetomium globosum y  Drechslera sp., con 5 aislados en hojas y 
ninguno en raíces podrían ser especí ficos de hojas. Otros taxones como Drechslera s p . B, 
Leptodontidium s p . o Periconia macrospinosa , con 4 aislad o s de ra íces cada uno y ninguno 
en hojas, podrían ser específi c o s de raíces (Figura 41). 
 
 
 
Figura 41. Cultivos en PDA de las especies aisladas de Holcus lanatus que podrían ser específ i c a s de hojas 
(A, B y C), o de raíces (D, E y F). A.  Aureobasidium pullulans. B.  Chaetomium globosum.  C.  Drechslera sp. 
D .  Drechslera s p . B. E.  Leptodontidium sp.  F. Periconia macrospinosa  
 
 
 
4.2.5. Efectos geográfi c o s en la  compos i c i ó n de especi e s .  
 
 Las espec i es más cosmo p o l i t a s , aisla d a s de más de 10 loca l i da de s , fuer o n 
Cladosporium sp. (25 localid a d e s ) , Alternaria sp. (24), Aureobasidium pullulans (17), 
Penicillium  sp. (16) y  Epicoccum sp. (15), Acremonium sp. (14), y Podospora  sp. (12) 
(Figura 42). Otros taxones encontrados  en 5 o más local i da d e s fuero n : Aspergillus 
tubingensis ( 9 ) , Curvularia inaequalis ( 9 ) , Drechslera sp. A  ( 7 ) , Arthrinium sp.  ( 6 ) , 
Chaetomium globosum (6), Chaetomium sp.  ( 6 ) , Drechslera sp.  ( 6 ) , Fusarium oxysporum 
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(5)  y  Phialemonium dimorphosporum ( 5 ) .  E l 72% de las espec i e s fueron aisla d a s en una 
sola local i d ad . 
 
 
F i g u ra 42. Foto grafías a micr oscopía óptica de al gunas de las especies aisladas de Holcus lanatus en 
más de 10 localidades. A.  Acremonium sp. B.  Alternaria sp. C .  Aureobasidium pullulans. D .  
Cladosporium sp. E.  Epicoccum sp. F.  Penicillium  sp.  
 
 
 
 Para compro b a r si la simili t u d entre pares de local i da d e s dismi n u y e al aumen t a r la 
dista nc i a , se calcul ó el coefi c i e n t e de Jaccar d para las especi e s  de hojas aisla d a s en más de 
una local i da d , y la relac i ó n entre la simil i t ud y la dista n c i a fue anali za d a media n t e 
corre l a c i ó n . La represe n t a c i ó n gráfi c a de am bas variables mostró 4 zonas clarament e 
diferenciadas según la distancia entre localidades (Figura 43).  La regresión no detectó una 
asociac i ó n estadí s t i c a me nt e signi fi c at i v a entre la dista n c i a entre local i d ade s y la simil i t u d 
de sus micobi o t a s (r 2 = 0,0068, p>0,05). 
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F i g u ra 43. Relación entre la se mejanza entr e parejas de localid ades y su distancia en el conjunto de especies 
de hojas de Holcus lanatus . El conj un to de endo f ito s fue comp ara d o para 28 localid ade s . Sólo las especie s 
presen tes en más de una localidad fu eron consid e r ad a s. El coefic i e n t e de Jaccar d fue usado para estima r la 
simil itu d del conju n to de end ofito s de todo s los pares de localid ad es, y la relació n entre la simili tu d y la 
distancia fue analizada media n te regresión lineal.  La zona  1  abar ca las localida d e s de  Cáceres y Sala manca, 
la zona 2  abarca las localidades de Cáceres y Zamo ra, la zona 3  abar ca la localida d de Las Caldas con las 
localidades de Cáceres y Sala manca, y Cordobelas con las localidad es de Zamo ra, y la zona 4  abarca la 
localida d de Cordobel a s con las loca lidad es de Cáceres y Sala manca. 
 
 
 
 
4 . 2 . 6 . Discusi ó n . 
 
E n la actualid a d no existe ningún trab aj o public a d o sobre hongos endofí t i c o s de 
Holcus lanatus . Sí existen estudi o s sobre micorr i z a s , en los cuales se ha observa d o que los 
hongos micorríc i c o s arbuscul a r e s (AMF) confiere n resiste n c i a al arsénic o  a plantas de esta 
especie  ( G onz á l e z - C h á ve z et al ., 2002) , y que la infecc i ón por micorr i z a s confie r e una 
mejor a en la produ c c i ó n de bioma s a en monoc u l t i v o s de esta plant a  ( We s t , 1996) .  
 
En el presen t e estudi o se observ ó que  Holcus lanatus posee una gran divers i d a d 
endof í t i c a . Cient o cincue n t a y siete espec i e s fueron aislad a s de hojas de 196 muestra s y 79 
especi e s  de raíces de 77 muestras (Tabla 11), si endo 208 el total de especies diferentes 
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iden t i f i c a d a s en Holcus . Estos valores podrían ser mayor e s , debido a que existe n hongos , 
como los biotrof o s obligad o s , que no pueden ser aislados con los métodos utilizados.  
 
El grupo de Ascomyc e t e s fue el mayorit a r io, con la presencia de géneros como 
Alternaria, Acremonium, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium , Penicillium , Phoma,  y 
Phomopsis , tambi é n aisla d o s en plant a s de otras fa mil i a s  ( B i l l s , 1996; Stone et al., 2004; 
Schulz y Boyle, 2005). El predomin i o de  este grupo ha sido observado ya en Dactylis 
glomerata (Sánche z - Már q u e z et al ., 2007) y en estudios anterior es sobre endofitos de otras 
gramí n e a s (Bara t a , 2002; Wirse l et al . , 2001; Wong y Hyde, 2001; Morakotk a r n et al., 
2006).  
 
V a r i o s género s de potenci a l e s patóge n o s de cultivo s de cereale s , como el trigo o la 
cebada , fuero n aisla d o s de planta s asint o má t i c a s de Holcus lanatus. E n estos cerea l e s , 
géneros como Alternaria, Acremonium, Aureobasidium, Cladosporium, Colletotrichum, 
Cryptococcus, Drechslera, Epicoccum, Fusarium , Helgardia, Leptosphaeria, 
Microdochium , Phoma, y Ulocladium, e s t á n asoci a d o s a varias enfer me d a d e s (Math r e , 
1982; Wies e , 1987, Farr et al . , 1989). De estos géneros, Alternaria, Acremonium, 
Aureobasidium, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum, y Fusarium, fue r o n 
frecu e n t e me n t e aisl a d o s como endof i t o s de Holcus ( F i g u r a 44).   E s t o s resul t a d o s impli c a n 
que Holcus lanatus, al igual que  Dactylis glomerata, podría actuar como hospedad o r 
alter n a t i v o y reser v or i o de  patógeno s de cereales . 
 
Al compa r a r las micob i ot a s de hojas con las de raíces, no se observaron diferencias 
cuant i t a t i v a s entre ambas . Las difer e n c i a s en tre núme ro de aislad o s  observados, especies 
identifi c a d a s , o índices de diversid a d no fuer on estadís t i c a me nt e signifi c a t i v a s (Tabla 13). 
Los valores del índice de diversidad de Shannon (H’) fueron relati v a me n t e altos  en 
compara c i ó n con los observa d o s en ot ras comunidades de endofitos (Arnold et al., 2000, 
2007; Gamboa y Bayman, 2001; Kuma r y Hyde, 2004; Raviraja, 2005; Higgins et al., 
2006; White y Backho u s e , 2007), al igual que sucedí a en Dactylis glomerata.  
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Figura 44. Fo to gr a f ías a micr o s co p ía óptic a y de cultiv o s en PDA y de alguno s de los género s aislad os 
con frecu e n c ia de Holcus lanatus, y que son patóg en o s de cultiv o s de cere a le s . A .  Alternaria. B.   
Aureobasidium. C .  Acremonium. D . Drechslera.  E.  Fusarium.  F.  Epicoccum. 
 
 
Tanto las curvas no asintót i c a s de acumul ac i ó n de especies (Figura 38) como las 
correla c i o n e s signifi c a t i v a s entre el número de aislad o s obten i d o s y el número de especie s 
identi f i c a d a s (Figur a 39) indi ca n que si aument a r a el número de planta s o locali d a de s 
analiza d a s , nuevas especie s serían identif i c a d a s , siendo con probabi lidad estos nuevos 
hongos aislados especies únicas.  
 
Los valore s de los estima d o r e s Bootst r a p , ICE y Chao 2 (Tabla 14) nos indican que 
según la estima c i ó n del númer o to tal de especies, al menos entr e 98 y 277 especies podrían 
llegar s e a encont r a r en hojas de Holcus, y entre 100 y 240 es pecie s en raíces. Sin embargo , 
al no alcanz a r creci mi e n t o asint ó t i c o ningu n a de las curvas produc i d a s por estos 
estima d o r e s , no es posibl e hacer un juicio sobr e cual podría ser más fiable . 
 
Al compar a r cualit a t i va me n t e la mi cobi o t a de hojas y raíces de Holcus en las 11 
local i d a d e s en las que se aisl ar o n endofi t o s de ambas partes , se encont r ó una difere n c i a 
estadí s t i c a m e n t e signi f i c a t i v a (t= -5,26 4 8 ; p<0,05 ) entre la simil i t u d de espec i e s de hojas y 
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la de raíce s . Este resul t a d o sugiere que la composición de la micobiota de hojas es más 
similar entre si en distint a s localidades (J= 0,149) que la de raíces, cuya simila r i d a d media 
entre locali d a d e s es signifi c a t i v a m e n t e menor (J= 0,081). Es posible que esta mayor 
simil i t u d entre la micob i o t a aérea en disti n t as local i d a d es se deba a que el inócu l o 
endofí t i c o , tal vez produc i d o en ho jas senesc e n t e s o muertas , pue da dispe r s a r se por el aire, 
tenien d o un mayor acceso a otras locali d a d e s  que el inóculo produc i d o por las raíces . 
Ademá s , con respe c t o a las espec i e s capac e s de infec t a r hojas y raíce s , el inócu l o 
dispe r sa d o por el aire deber í a tener un acces o más rápido a las hojas que a las raíces . 
 
La simil i t u d entre las micob i o t as de hojas y las de raíc e s de la misma loca l i d a d (J= 
0,088 ) tuvo un valor me nor que el de la  simili t u d entre mi cob i o t a s de hojas en disti n t a s 
locali d a d e s  (J= 0,149), lo cual implica que por el hecho de encontrarse en la mis ma 
locali d a d , los endofi t o s de hojas no tienen que ser más pareci d o s a los endofi t o s de raíces 
de esa mis ma local i d a d y que indep e n d i e n t e me n t e de la dist a n c i a entre local i da d e s , exist e n 
difer e n c i a s cuali t a t i v a s en las micob i o t a s de  hojas y raíces.  El hecho de que no existan 
correl a c i o n e s fuerte s entre el número de aislad o s o de especi e s hallad o s en hojas y en raíces 
(Figu r a 40) tambi é n apoya lo an teri o r e indica que la micobi o t a endofíti c a es, hasta cierto 
punto, distinta en hojas y raíces.  
 
En las 11 localidades compar adas, el 16,4% de las especies fueron comunes a hojas 
y raíces de H. lanatus . Ocho de las especies de  endofitos domi nantes de Holcus lanatus 
(taxone s con más de 10 aislado s ) perten e c e n a este conjunto de especies comunes a ambos 
órganos de la planta (Tablas 11 y 14). El 86,1 % de las especies rest antes fueron aisladas 
exclu s i v a me nt e de un órgan o de la plant a , pudiend o conside r a r s e a algunos taxones como 
espec í f i c os de hojas ( Aureobasidium pullulans, Chaetomium globosum y  Drechslera s p . ) y 
a otros como específ i c o s de raíz ( Drechslera sp. B, Leptodontidium s p . o Periconia 
macrospinosa ) .  
 
El 72% del total de espec i e s ident i f i c a d a s en Holcus fueron aislad a s únicame n t e en 
una locali d ad . No se observ ó corre l a c i ó n entre la simil i t u d entre pares de local i d a d es y la 
distanc i a geográ f i c a en las especie s aisl ad a s de hojas de las 28 lo calidades analizadas 
(Figur a 43), por lo que la variac i ó n entre hojas y raíces no está asoci a da a la dista nc i a entre 
local i d a d e s .  
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4.3. MICOBIOTA ENDOFÍTICA DE Ammophila arenaria y  Elymus farctus.  
 
4.3.1. Aislami e n t o de endofit o s .  
D e un total de 168 plantas, 84 de cada espe cie, recogidas de 12 localidades de la 
provinci a de La Coruña, fueron obtenido s 950 aislados de hongos endofíticos. Después de 
agrupar a los aislado s bajo el mis mo mor fo ti p o , se descart a r o n muchos de ellos por ser 
igual e s a otros obten i do s de la misma plant a , llegá n d os e a selecc i o nar e identi f i c a r 483 
cultivo s (Tabla 18). De 7 plantas de Ammophila y 2 de  Elymus n o se aisló ningún endofi t o , 
por lo que el 91,7% de las plantas de Ammophila y el 97,6% de las de Elymus p r e se n t a r on 
infec c i ó n endof í t i c a por hongos . 
 
Debido a que no fue posible aislar endof i t o s de rizoma s de todas las plantas 
recogi d a s , los result a d o s que mostra r e mos se referir á n a los endofit o s aislado s de hojas de 
7 planta s y de rizoma s de 4 planta s de cada locali d a d , por ser 4 el  número máxi mo de 
plantas de cada localid a d en las que pudier on realizar s e aislamie n t o s de rizoma s.  
 
 
Ta bla 18.  Localid ad es de la prov in cia de La Coruñ a donde se recog ieron plan tas de Ammophila arenaria 
( A a)  y  Elymus farctus (Ef), indicando en cada localidad el número de plantas muestreadas, y el nº de aislados 
obten id o s y de especie s iden tif i c a d a s en cada hospedado r . 
 
Nº  PLAN TAS N º AISLA DOS Nº ESPECIES  
L O C A L IDA DE S  
A a  Ef  A a  Ef  A a  Ef  
Doniño s , zon a A 7 7 3 5 13 5 
Doniño s , zon a B 7 7 21 11 10 5 
Espa s an te 7 7 20 8 8 5 
Esteir o , zona este 7 7 8 23 8 12 
Esteir o , zona oeste 7 7 21 22 12 9 
Lago , zona este 7 7 14 10 9 9 
Lago , zona oeste 7 7 32 36 14 16 
Moro u zo s 7 7 33 25 17 11 
Pan tín 7 7 18 10 11 5 
Villarrub e 7 7 20 23 14 14 
Villarrub e, zona este 7 7 34 12 18 7 
Villarrub e, zona oeste 7 7 16 28 15 13 
TO TA L 84 84 270 213 75* 54* 
MEDIA por loca lida d  
MEDIA por plan ta 
- 
- 
- 
- 
2 2, 5 
3,2 1 
17, 75 
2,5 4 
6,2 5 
0,8 9 
4,5 
0,6 4 
Nota .  *Los totales no se correspo n d e n con la su ma de las filas anteri o re s debido a 
que hay espec ie s comu n e s a vari as local i d a de s. 
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4.3.2.  Identificación de los aislados. 
 
M e d i a n t e la extracc i ó n de DNA y la amplificación y posterior secuenciación de la 
región nucleotídica ITS1-5.8S rRNA-I T S 2 , se obtuvie r o n las secuenc i a s comple t a s de 245 
aislados, 149 de Ammophila y 96 de Elymus . Las secuenci a s de lo s taxones que tras el 
alinea mi e n t o diferí a n en menos del 3% de  los nucl e ót i do s fuer on consideradas como 
perten e c i e n t e s a la misma especi e , quedan d o tras  este análisi s , 66 es pecies distintas en 
Ammophila (Figura 45), y 46 en Elymus ( Fi g u r a 46) . A d e má s , diez especies fueron 
ident i f i c a d a s sólo media n t e carac t e r e s morfo l ó g i c o s (Tabla s 19, 20 y 21; n.s.) , 9 aisla da s de 
Ammophila y 8 de  Elymus ( 7 fuero n comun e s a las 2 gramín e a s ; tabla 21, n.s.), por lo que 
en total se identif i c a r o n 75 especie s en Ammophila (Tablas 19 y 21)  y 54 en  Elymus 
( T a b l a s 20 y 21) . Cuaren t a y nueve de las espec i e s fueron exclu s i v a me n t e aislada s de 
planta s de Ammophila ( T a b l a 19), 28 sólo de Elymus ( T a b l a 20), y 26 especie s fueron 
comune s a ambos hosped a d o r e s (Tabla 21). El total de especi e s dist in t a s aislad a s entre 
ambos hospeda d o r e s ha sido de 103. 
 
Doce especi e s aislad a s de Ammophila y 4 de Elymus ( u n a de ellas fue común para 
ambos hospe d a d o r e s) no pudie r o n ser ident i f i c a d a s a nivel de espec i e , géner o o fa mili a , por 
ser los cultivos estériles y no corresponder su se cuencia a ningún género de scr i t o en la base 
de datos , o por posee r una homol o g í a baja (<95 %) con los result a d o s obteni d o s de la base 
de datos EMBL/Ge n b a n k . Sin embargo , gracias a los alineami e n t o s de secuenci a s fue 
posibl e clasif i c a r una de estas especi e s en la división Basidiomyc o t a y el resto en la 
divisi ó n Ascomyc o t a .  Treint a y seis especi e s (3 5% del total ) resul t a r o n ser estér i l e s , por lo 
que su identi f i c a c i ó n se basó únicame n t e en  caract e r e s molecu l a r e s ; las 61 especi e s 
restan t e s fueron identi f i c a d a s por me dio de caract e r e s morfo l ó g i c o s y molecu l a r e s (Tabl a s 
19, 20 y 21), coinci d i e n d o en todos los casos la informa c i ó n taxonó m i c a aporta d a por la 
identi f i c a c i ón morfo l ó g i c a y molecu l a r .  
 
 Respecto a la distribución taxonómica de la micobiota de ca da gramín e a , las 75 
especi e s de Ammophila pertene c e n a 46 géner os , inclui d o s en 24 famil i a s y 15 órden e s , 
mient r a s que las 54 espec i e s de  Elymus perte nec e n a 36 géner o s , incl ui dos en 22 famil i a s y 
11 órdene s (Tabl a 22). Fue común a ambas gra m ín e a s un conjun t o de 26 especi e s (Tabla 
21) perte n e ci e n t es a 11 famil i a s y 9 órdene s . 
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Figura 45.  Dendrogra ma ela b orad o con las especies aisladas de Ammophila arenaria, b a s ad o en  la secuencia 
de la región ITS1- 5. 8S rRNA -I T S2 y realiz a d o por el méto do Neighb ou r- J o in ing con la dista n c ia calcu la da 
segú n el méto d o Kimu r a 2- parámetr o s . Los corch e tes indic a n fami l ia s y las lín e a s vertic a le s órde n es y 
phylu m. L a barra de esca la (0,0 5) sign i f ic a 5 sustitu cio n es cad a 100 nucleó tido s. 
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Figura 46.  Dendrogr a ma de las especie s aislada s de Elymus farctus b a s ado en  la secu en cia de la regió n ITS1 -
5 .8 S rRNA- ITS 2 . El dend rog r a ma se reali z ó por el método Neigh bour - Jo in in g con la dista n c ia calc u lad a 
segú n el méto d o Kimu r a 2- parámetr o s . Los corch e tes indic a n fami l ia s y las lín e a s vertic a le s órde n es y 
phylu m. La barra de escala  (0,1) signi f i c a 10  sustitu cio n es cada 100 nucleó tid o s.  
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Tabla 19 . Especie s de endofit o s aislada s exclusi v a me n t e de plantas de Ammophila arenaria. 
 
N º DE AISLAD O S Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A 
IDENT I FI CAC I ÓN BASAD A 
EN LA SECUEN C IA 
% IDENTI D A D 
FASTA 
IDENTIFICACIÓN 
PROPUESTA Hojas Rizo ma s Tota l 
A M92 170 1 Cultiv o estéril  Coniosporium sp. 91,53 Ascomyc e t e descono c id o 1 19 3 22 
- Arthrinium sp .      n . s . - Arthrinium sp.  5 2 7 
AM92 170 2 Cultiv o estéril  Gliomastix murorum 9 8, 29 Gliomastix murorum     0 5 5 
AM92 170 3 Helo tiales  Heyderia abietis 8 8, 82 Helo tiales  sin iden tificar A   2 2 4 
AM92 173 5 Cultiv o estéril  Scutellinia  sp. 74,04 Ascomyc e t e descono c id o 2 0 4 4 
AM92 170 4 Cultiv o estéril  Cordyceps sinensis 9 6, 41 Sord ariales sin iden tificar 4 0 4 
AM92 170 5 Cultiv o estéril  Lophodermium actinothyrium  9 5, 46 Lophodermium s p .      3 0 3 
AM92 173 8 Levad ur a sin iden tif icar Cryptococcus victoriae 1 00 ,00 Cryptococcus victoriae  0 2 2 
AM92 170 6 Dactylaria sp .      Dactylaria sp .  9 7, 72 Dactylaria sp .      0 2 2 
AM92 170 7 Nigrospora sp.      Nigrospora oryzae 9 7, 84 Nigrospora oryzae     2 0 2 
AM92 170 8 Periconiella sp.  Periconiella sp.  9 4, 59 Periconiella sp.  2 0 2 
AM92 170 9 Stagonospora s p .     Stagonospora s p . 9 8, 31 Stagonospora s p .     2 0 2 
AM92 171 0 Trichoderma sp .      Trichoderma viride 9 9, 81 Trichoderma viride     2 0 2 
AM92 171 1 Cultiv o estéril  Ascomycete de piedra caliza 89, 26 Ascomyc e t e descono c id o 3 2 0 2 
AM92 173 9 Cultiv o estéril  Scolecobasidium variabile 7 0, 97 Ascomyc e t e descono c id o 4 0 2 2 
AM92 171 2 Cultiv o estéril  H ong o sin identif icar 90, 37 Ascomyc e t e descono c id o 5 2 0 2 
- Acremonium sp .     Sepedonium chlorinum    71,91 Acremonium sp . A   0 1 1 
AM92 171 3 Aspergillus niger      Aspergillus niger 1 00 ,00 Aspergillus niger      0 1 1 
AM92 171 4 Aspergillus sp . Aspergillus versicolor  9 9, 78 Aspergillus versicolor      1 0 1 
AM92 173 6 Chaetomium sp . Chaetomium globosum 9 8, 66 Chaetomium globosum      1 0 1 
AM92 174 0 Cultiv o estéril  Coprinellus radians 9 7, 76 Coprinellus radians 1 0 1 
AM92 171 5 Levad ur a sin iden tif icar Debaryomyces hansenii 9 7, 37 Debaryomyces hansenii     0 1 1 
AM92 171 6 Cultiv o estéril  Engyodontium album 9 9, 81 Engyodontium album     1 0 1 
AM92 171 7 Fimetariella rabenhorstii    Hong o endo fítico 96, 41 Fimetariella rabenhorstii     0 1 1 
AM92 174 1 Helgardia sp .      Helgardia anguioides 9 9, 78 Helgardia anguioides     1 0 1 
AM92 171 8 Kabatiella  sp. Hong o sin identif icar  8 5, 49 Kabatiella  sp. 1 0 1 
AM92 171 9 Leptosphaeria s p .      Leptosphaeria s p .  9 8, 17 Leptosphaeria s p . A      0 1 1 
AM92 172 0 Lophiostoma sp. Cercophora coprophila 9 0, 66 Lophiostoma sp. 1 0 1 
AM92 172 1 Cultiv o estéril  Macrophomina phaseolina 1 00 ,00 Macrophomina phaseolina     0 1 1 
AM92 174 2 Meira sp .  Meira sp .  9 8, 99 Meira sp .  1 0 1 
AM92 174 3 Penicillium sp .      Penicillium brevicompactum 9 8, 67 Penicillium brevicompactum     1 0 1 
- Phaeosphaeria  sp.  n . s . - Phaeosphaeria  sp.  1 0 1 
Tabla 19 . Continua c i ó n . 
 
N º DE AISLAD O S Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A 
IDENT I FI CAC I ÓN BASAD A 
EN LA SECUEN C IA 
% IDENTI D A D 
FASTA 
IDENTIFICACIÓN 
PROPUESTA Hojas  R i zo m a s  To ta l  
AM92 172 2 Phialemonium s p .      Phialemonium dimorphosporum 9 9, 79 Phialemonium  dimorphosporum   1 0 1 
AM92 174 4 Cultiv o estér il  Phlebia radiata 9 8, 63 Phlebia radiata  1 0 1 
AM92 172 3 Phomopsis  sp.  Phomopsis sp .  9 6, 21 Phomopsis sp . A      0 1 1 
AM92 172 4 Cultiv o estér il  Phomopsis sp .  9 6, 58 Phomopsis sp . B     1 0 1 
AM92 172 5 Cultiv o estér il  Phyllosticta pyrolae     9 8, 62 Phyllosticta pyrolae     0 1 1 
AM92 172 6 Cultiv o estér il  Pyrenochaeta lycopersici  9 4, 66 Pyrenochaeta s p .  0 1 1 
AM92 172 7 Cultiv o estér il  Sarea sp.  9 9, 80 Sarea sp.      1 0 1 
AM92 172 8 Cultiv o estér il  Dothioraceae sp.  99,81 Sydowia polyspora  1 0 1 
AM92172 9 Pleosp o r a l e s Ascomyc e t e sp. 95 ,63 Pleosp orales sin iden tificar A    0 1 1 
AM92 173 0 Pleo sp or ales Hong o sin identif icar  91,03 Pleosp orales sin iden tificar B   0 1 1 
AM92 173 1 Xylariaceae  Muscodor albus 8 4, 89 Xylariaceae  sin iden tif ic a r 1 0 1 
AM92 173 7 Cultiv o estér il     Dactylaria appendiculata  9 3, 08 Asco myc e te desc on o c id o6  0 1 1 
AM92 173 2 Cultiv o estér il  Zopfiella karachiensis 9 3, 32 Asco myc e te desc on o c id o7 0 1 1 
AM92 174 5 Cultiv o estér il  Trimmatostroma salinum 9 1, 08 Asco myc e te desc on o c id o8 1 0 1 
AM92 174 6 Cultiv o estér il  Preussia isomera 7 6, 99 Asco myc e te desc on o c id o 9 0 1 1 
AM92 173 3 Cultiv o estér il  Eutypa lata 8 2, 31 Asco myc e te desc on o c id o10  1 0 1 
AM92 173 4 Cultiv o estér il  Hong o endo fítico 80,95 Asco mycete descon o cid o11 1 0 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 20 . Especie s de endofit o s aislada s exclusi v a me n t e de plantas de Elymus farctus. 
 
N º DE AISLAD O S Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A 
IDENT I FI CAC I ÓN BASAD A 
EN LA SECUEN C IA 
% IDENTIDAD
F A S TA 
IDENTIFICACIÓN 
PROPUESTA Hojas Rizo ma s Tota l 
A M92 219 9 Cultiv o estéril  H ong o sin identif icar 90, 64 Ascomycete desconocid o 12 1 5 6 
AM92 220 0 Phaeosphaeria s p .  Phaeosphaeria pontiformis 9 7, 46 Phaeosphaeria s p .  3 0 3 
AM92 220 1 Xylaria sp.  Xylaria hypoxylon 9 2, 11 Xylaria sp. B   3 0 3 
AM92 220 2 Chaetomium sp .          Chaetomium sp .  9 9, 44 Chaetomium sp . B          0 2 2 
- Drechslera s p . n . s . - Drechslera s p .  0 2 2 
AM92 220 3 Cultiv o estéril  End ofito foliar 75, 38 Ascomycete desconocid o 13 2 0 2 
AM92 220 4 Acremonium sp .      Acremonium alternatum 9 6, 51 Acremonium sp . C      1 0 1 
AM92 220 5 Anthostomella s p . Anthostomella eucalyptorum 9 8, 01 Anthostomella eucalyptorum     1 0 1 
AM92 220 6 Arthrinium s p .      Arthrinium s p . 1 00 ,00 Arthrinium sp.  B      1 0 1 
AM92 222 5 Cultiv o estéril   Chaetosphaeria sp .  9 5, 25 Chaetosphaeria sp .      0 1 1 
AM92 222 1 Coelomycete  Endof ito de raíce s de Epacris microphylla  8 9, 65 Coelomycete  1 0 1 
AM92 220 7 Coniothyrium s p .    Coniothyrium cereale 1 00 ,00 Coniothyrium cereale     0 1 1 
AM92 220 8 Emericellopsis sp.     Emericellopsis s p .  9 8, 34 Emericellopsis sp.     1 0 1 
AM92 220 9 Fusarium sp . Fusarium sp . 99, 44 Gibberella avenacea     0 1 1 
AM92 221 0 Cultiv o estéril  Hypoxylon perforatum 9 7, 66 Hypoxylon sp.     1 0 1 
AM92 222 4 Levad ur a  Kondoa aeria  9 9, 62 Kondoa aeria  1 0 1 
AM92 221 1 Cultiv o estéril   Neofabraea alba 1 00 ,00 Neofabraea alba 1 0 1 
AM92 221 2 Cultiv o estéril  Phialocephala s p .  9 9, 83 Phialocephala s p .  0 1 1 
AM92 221 3 Cultiv o estéril  Cadophora luteo-olivacea   9 9, 35 Phomopsis sp . C      0 1 1 
AM92 221 4 Schizothecium s p .  Podospora tetraspora   9 9, 77 Schizothecium s p .  1 0 1 
AM92 221 5 Cytospora sp.  Valsa fabianae 1 00 ,00 Valsa fabianae 1 0 1 
AM92 222 2 Verticillium sp. Verticillium nigrescens 1 00 ,00 Verticillium nigrescens 0 1 1 
AM92 221 6 Verticillium sp.  Verticillium balanoides  9 6, 07 Verticillium sp.  0 1 1 
AM92 221 7 Xylaria sp.  Xylaria sp.  9 7, 69 Xylaria sp. A  0 1 1 
AM92 221 8 Pleosp orales Leptosphaeria contecta 9 2, 43 Pleosp orales sin iden tificar C   0 1 1 
AM92 221 9 Xylariales Hypoxylon multiforme  9 3, 70 Xylariales  sin iden tificar 1 0 1 
AM92 222 0 Cultiv o estéril  Nodulisporium  sp. 90,45 Ascomycete desconocid o 14 0 1 1 
AM92 222 3 Cultiv o estéril  Plicaturopsis crispa 7 7, 96 Basid io myc e te descon o c id o 1 0 1 
 
 
 
Tabla 21.  Especies de endofitos aisladas de hojas (H) y rizoma s (R) de Ammophila arenaria ( Aa ) y Elymus farctus ( E f) , así como el total (T) 
de aislado s obtenid o de  cada hospedador.                 
 
N º AISLA DOS 
Aa  Ef  Nº REFE-RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
MORF O L ÓGI C A  
I D E N T I FI CAC I ÓN BASAD A 
EN LA SECUEN C IA 
%  
IDENTIDAD 
FASTA 
IDENTIFICACIÓN  
PROPUE S TA  
H R T H R  T  
- Alternaria sp.  n.s. a  - Alternaria sp.  5 3 9 62 4 6 20 66 
- Podospora sp .  n . s . - Podospora sp .  1 3 4 17 1 3 4 17 
- Acremonium sp .  n.s. - Acremonium sp .  1 1 5 16 6 5 11 
AM92 414 9 Acremonium sp .                 Nectria mauritiicola 9 4, 27 Acremonium sp . B                          1 0 0 10 1 3 4 
AM92 415 0 Microdochium bolleyi       Microdochium s p .  1 00 ,00 Microdochium bolleyi                     0 8 8 1 4 5 
- Penicillium sp .  n . s . - Penicillium sp .  3 2 5 5 3 8 
- Epicoccum nigrum  n . s . - Epicoccum nigrum  6 0 6 5 0 5 
AM92 415 1 Leptosphaeria s p .               Leptosphaeria s p .  9 8, 17 Leptosphaeria s p . B                         0 3 3 0 8 8 
- Cladosporium sp.  n.s.  - Cladosporium sp.  3 2 5 6 0 6 
AM92 415 2 Acremonium sp . Acremonium strictum 99,82 Acremonium strictum          2 2 4 2 4 6 
AM92 415 3 Beauveria bassiana  Cordyceps bassiana 1 00 ,00 Cordyceps bassiana 4 0 4 3 2 5 
AM92 415 4 Gaeumannomyces sp.        Gaeumannomyces cylindrosporus 9 9, 28 Gaeumannomyces cylindrosporus   0 5 5 0 1 1 
AM92 415 5 Cultiv o estér il  Pestalotiopsis s p .  9 8, 80 Pestalotiopsis s p . B  3 0 3 2 1 3 
AM92 415 6 Thielavia sp .  Thielavia coactilis  9 5, 71 Thielavia sp .  1 0 1 3 2 5 
AM92 415 7 Curvularia s p .          Curvularia inaequalis 1 00 ,00 Curvularia inaequalis          4 0 4 1 1 2 
AM92 415 8 Helo tiales  Erico id myco rrh izal sp.  9 2,23 Helo tiales sin iden tificar  B   0 1 1 1 3 4 
AM92 415 9 Arthrinium sp.                  Arthrinium sp.  1 00 ,00 Arthrinium s p . A                    1 1 2 2 0 2 
AM92 416 0 Acremonium sp . Acremonium alternatum 9 9, 10 Acremonium alternatum 1 0 1 0 2 2 
AM92 416 1 Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullulans 1 00 ,00 Aureobasidium pullulans          1 1 2 1 1 2 
AM92 416 2 Cultiv o estér il  Stemphylium solani 9 9, 09 Stemphylium solani 2 0 2 1 1 2 
AM92 416 3 Lecanicillium lecanii  Torrubiella confragosa 9 9, 65 Torrubiella confragosa 1 1 2 2 0 2 
- Chaetomium sp .  n.s. - Chaetomium sp .  1 1 2 1 1 2 
AM92 416 4 Pestalotiopsis s p .  Pestalotiopsis  sp. 100,00 Pestalotiopsis s p . A          1 0 1 0 1 1 
AM92 416 5 Plectosphaerella sp .  Plectosphaerella cucumerina 9 9, 06 Plectosphaerella cucumerina 0 1 1 0 1 1 
AM92 416 6 Cultiv o estér il  Preussia australis 9 6, 36 Preussia australis 1 1 2 1 1 2 
AM92 416 7 Cultiv o estér il  Emarcea castanopsidicola  8 7, 11 Asco myc e te desc on o c id o 15 1 0 1 0 1 1 
N ot a . a Sólo un aislad o de Alternaria fue secuenciado. Su secuencia lo identificó como Lewia infectoria,  con un 98,2 % de homo lo g ía. 
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Ta bla 22 . Distr ibu ción taxonó mica de las esp ecies endo f íticas iden tif icadas en A. arenaria y  E.  farctus. 
 
Ammophila arenaria 
PHYLUM/ O r d e n / 
Familia  
Nº  
GÉNEROS 
Nº  
ESPECIES 
ASCOMYCOT A   
B o t r y o sphae r i al e s   
Botryosphaeriaceae 2 2 
Capno diale s   
Davidiellaceae 1 1 
Mycosphaerellaceae 1 1 
D i a p o r t h a l e s    
Diaporthaceae 1 2 
D o t h i d e a l e s    
Dothioraceae 3 3 
E ur o t i a l e s   
Trichocomaceae 2 4 
H e l o t i al e s   
Incertae sedis 2 2 
Sin identi f ic a r ¿ 2 
H y p o cr e al e s   
Cordycipitaceae 3 3 
Hypocreaceae 1 1 
Incer ta e sedi s  2 6 
P l e o s p o r a l e s   
Leptosphaeriaceae 1 2 
Lophiostomaceae 1 1 
Phaeosphaeriaceae 1 2 
Pleosporaceae 4 4 
Sporormiaceae 1 1 
Incer ta e sedi s  1 1 
Sin identi f ic a r ¿ 2 
Rhy t ismatales   
Rhytismataceae 1 1 
S o r d a r i a l e s   
Cephalothecaceae 1 1 
Chaetomiaceae 2 3 
Lasiophaeriaceae 2 2 
Sin identi f ic a r ¿ 1 
Tr ic hosphae r i ale s   
Incertae sedis 1 1 
X y l a r i a l e s   
Amphisphaeriaceae 1 2 
Incer ta e sedi s  1 1 
Sin identif i c a r 1 1 
Inc e r t a e sedi s   
Apiosporaceae 1 2 
Magnaporthaceae 1 1 
Plectosphaerellaceae 1 1 
Incertae sedis 2 2 
Desconocidos ¿ 12 
T o t a l 42 71 
BASIDIOMYCOTA   
A g a r i c a l e s   
Psathyrellaceae 1 1 
P o ly por a l e s   
Meruliaceae  1 1 
T r e m el l a le s   
Tremellaceae 1 1 
Inc e r t a e sedi s    
Incer ta e sedi s  1 1 
Total  4 4 
TOTAL 46 75 
Elymus farctus 
P H Y L U M / O r d e n / 
Familia  
Nº  
GÉNEROS 
Nº  
ESPECIES 
ASCOMYCOT A   
Capno diale s    
Davidiellaceae 1 1 
C ha e t o sphae r i a l e s    
Chaetosphaeriaceae 1 1 
D i a p o r t h a l e s    
Diaporthaceae 1 1 
Valsaceae  1 1 
D o t h i d e a l e s    
Dothioraceae 1 1 
E ur o t i a l e s    
Trichocomaceae 1 1 
H e l o t i al e s    
Dermataceae 1 1 
Vibrisseaceae  1 1 
H y p o cr e al e s    
Cordycipitaceae 2 2 
Nectriaceae  1 1 
Incertae sedis 2 6 
P l e o s p o r a l e s    
Leptosphaeriaceae 2 2 
Phaeosphaeriaceae  1 1 
Pleosporaceae  5 5 
Sporormiaceae  1 1 
Sin identi f ic a r ¿ 1 
S o r d a r i a l e s    
Chaetomiaceae 2 4 
Lasiophaeriaceae 2 2 
X y l a ri a le s    
Amphisphaeriaceae 1 2 
Xylariaceae  3 4 
Incertae sedis 1 1 
Sin identi f ic a r ¿ 1 
Inc e r t a e sedi s    
Apiosporaceae 1 2 
Magnaporthaceae  1 1 
Plectosphaerellaceae  2 3 
C o e l o m y c e te s  ¿ 1 
Sin ide ntific ar  ¿ 4 
T o t a l 35 52 
BASIDI O M Y C O T A    
Agaricostilbales    
Kondoaceae  1 1 
Sin ide ntific ar  ¿ 1 
T o t a l 1 2 
TOTAL 36 54 
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4.3.2.  Abunda ncia y diversidad biológica. 
 
E x c l u y e n d o las especies desconoc i d a s , la mi cobi o t a endof í t i c a de ambas gramí n e a s 
está consti t u i d a por 58 género s , siendo los 8 más abunda n t e s Alternaria ( 1 2 8 aisla d o s ) ,  
Acremonium ( 5 1 ) , Podospora ( 3 4 ) , Microdochium ( 1 3 ) , Penicillium ( 13 ) , Cladosporium 
( 1 1 ) , Epicoccum ( 1 1 ) , y  Leptosphaeria ( 1 1 ) (Figur a 47),  los cuales abarcan el 56,3% del 
total de aislado s obtenid o s .  
 
 
F ig u ra 47.  Cultiv o s en PDA de los géner os más abund an te s aisla d os de Ammophila arenaria y Elymus 
farctus. A .  Acremonium. B.  Alternaria. C .  Cladosporium. D.  Epicoccum. E.  Leptosphaeria. F.  
Microdochium. G .  Penicillium. H .  Podospora. 
 
 
 
 Las especie s dominan t e s de la micobio t a de  Ammophila han sido  Alternaria sp. (62 
aislad o s ) , As comycete desconocido 1 (22), Podospora sp. (17) , Acremonium s p . (16),  y 
Acremonium s p . B (10), mientr a s que en Elymus h a n sido: Alternaria sp. (66 aislado s ) ,  
Podospora s p . (17) , Acremonium s p . (11), Leptosphaeria sp. B (8)  y  Penicillium sp. (8).  
 
 Cuarenta y seis de las 103 especies difere n t e s identi f i c a d a s en ambas planta s fueron 
plural e s , repres e n t a d a s por más de un aislad o ;  por tanto, el 55,3% de las especies fueron 
únicas . La propor c i ó n de especi e s únicas fue muy simila r en ambos hos ped a d o r e s , el 52% 
de las espec i e s obser v a da s en Ammophila y el 51,8% de las especies de Elymus. 
A 
G
B C D
E F H
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El índice de diversi d a d de Shannon fue mayor para la micob i o t a de Ammophila 
(H’= 3,69) que para la de Elymus (H’= 3,31); calcul a d o para cada una de las 12 localidades 
del estudi o , tambi é n di o un valor mayor para Ammophila ( H ’ = 3,58/l o c a l i d a d ) que para 
Elymus ( H ’ = 3,26/loc a l i d a d ) .  
 
Las curvas de acumula c i ó n del total de especies de cada gramínea fueron no 
asint ót i ca s , lo que indic a que la diver si d a d endofí t i c a aume n t a r í a  al incr e me n t a r s e el 
númer o de plant a s anali z a d a s (Figu r a 48, cu rvas contín ua s ) . En cont ra st e , las curvas 
basada s en las especie s plural e s  fuero n asint ót i c as (F igura 48, curvas discontínuas), al igual 
que sucedi ó en los anteri o r e s hosped a d o r e s del estudi o , Dactylis glomerata y Holcus 
lanatus , lo que indica que la mayoría de especi e s común m e n t e asoci a d a s a estas gramí n e a s 
han sido aisl ad a s . La pendie n t e de los 20 último s punto s de las curvas de acumul a c i ó n de 
todas las especi e s tuvo un valor de 0,55 para Ammophila y de 0,41 para Elymus . Estos 
datos sugieren que por cada dos o tres plan ta s más analiz a d a s , una o más especi e s de 
endofitos podrían ser aisladas, y estas es peci e s probab l e me n t e serían únicas . 
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Figura 48.  Curvas de acumu l a c i ó n de especi e s para Ammophila arenaria (azu l)  y Elymus farctus 
(ver de). Las curvas del total de especies (líneas con tínu a s ) muestr a n la relac ió n entr e el nº de plantas 
analizadas y el nº total de especies de hongos iden tificadas. Las curvas de las especies plurales 
(lín eas discontín u as), muestran la relación entr e el nº de plan tas analizadas y las especies 
repr e s en tad a s por más de un aisla d o .  
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Se calcu l a r on una serie de estima d o r e s de la rique z a total de espec i e s , basad o s en la 
incidencia de especies de cada planta (Tabla  23). Todos los estima d o r e s produje r o n curvas 
de acumul a c i ó n de especi e s no asintó t i c a s para ambos hospedadores, similares a las 
obteni d a s para la micobi o t a de Dactylis glomerata (Figura 30, página 76), con unos valores 
mayor e s para Ammophila q u e para  Elymus . Para el total de aisl ado s , los valores máximos 
fueron obteni d o s con el estimad o r Jackni f e 2  (136 especi e s en Ammophila y 100 en 
Elymus ) y los míni mos con Bootstr a p (92 especie s en Ammophila y  66 para Elymus ) . Al ser 
las curva s de acumul a c i ó n de espec i e s de todos los estima d o r e s no asint ó t i c a s , estos 
núme r o s deben consi d e r a r s e como los valor e s míni mos del número total de especi e s que 
podrían encontrarse en cada una de la s gramín e a s (Gotel l i y Colwel l , 2001). 
 
Ta bla 23.  Estimadores de la riqueza total de especies en Ammophila arenaria y  Elymus farctus.  
 
Ammophila arenaria Elymus farctus 
ESTIMADORES  
H o j a s Rizo m a s To ta l Hojas R i zo m a s Tota l  
ICE 108,43 67, 32 134 ,75 76, 03 72, 37 94, 1 
Cha o 2 84,95 58, 75 118 ,07 74, 04 92, 06 91, 35 
Jackn if e 1 78,67 58,75 113,54 57,74 56,74 81,67 
Jackn if e 2 96,36 70,57 136,18 74,39 75,32 100,32 
Boo ts tr ap 62, 76 46, 98 91, 63 44, 88 43, 69 65, 71 
Mich a e lis - Me nten 75,92 113,33 121,52 67,28 61,37 79,02 
 
 
La micobio t a endofít i c a de cada especie de gramíne a fue domi nad a por especie s 
gener a l i st a s , las cuales infec t a n a ambas plan tas (Tabla 21), ya que las 26 especie s comunes 
incluy e n 343 aislad o s , es decir, el 71% del total. Estas especi e s genera l i s t a s han sido 
aislad a s en varias locali d a d e s del estudio (Tabla 24). En Ammophila, 9 de las 12 especie s 
más abunda n t e s fueron genera l i s t a s y estaba n re pres e n t a d a s por 134 aislad o s , el 49,6% del 
total de aisl ad o s identi fi c a d o s en esta plant a . En Elymus, 11 de las 12 especies má s 
abundant e s fueron generali s t a s , representadas por 142 aislados, y siendo el 66,7% del total 
de aisl ad o s identi f i c a d os en Elymus . 
 
Curios a me n t e , la especi e Ascomyc e t e desc on o c i d o 1, una de las más abunda n t e s en 
el estudio, con 22 aislados, fue aislada únicame nte de plantas de Ammophila y podría 
tratarse de un hongo específi c o de esta gramínea .  
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Ta bla  24 . Especies de endofitos comunes a  Ammophila arenaria (A) y Elymus farctus (E)  y localid ades 
dond e han sido aislad as. 
 
Nota . Local i da de s : Da: Doniñ o s , zona A; Db: Doniñ o s , zona B; Esp: Espas a n t e; Ee: Este i r o , zona este; Eo: Este i r o, 
zona oeste ; Le: Lago, zona este; Lo: Lago, zona oeste; M: Morouz o s ; P: Pa ntí n ; V: Vilar u b e ; Ve: Vilar u b e , zona 
este; Vo: Vilarub e , zona oeste.  
 
 
 
4.3.3.  Comparación  e n t r e hosped a d o r e s .   
 
 En la tabla 25 se indica el número de es pecies de endofitos de cada hospedador 
aisla d o s en cada locali da d y su distri b u c i ó n entre hojas y raíces . La media del núme r o de 
espec i e s encon t r a d a s en cada local i da d  fue signi f i c a t i v a me n t e mayor para Ammophila (6,25 
especi e s / l o c a l i d a d) que para  Elymus ( 4 , 5 especi e s / l o c a l i d a d ) (t = -2,1249; p<0,05). El índice 
de Shanno n tambié n fue signif i c a t i v a me n t e superi o r para Ammophila (H’= 3,58) que para  
Elymus (H’= 3,26) (t = -1,7772; p = 0,08937).  
 
 
 
LOCALIDA DE S  ESPECIES DE 
ENDOFITOS  Da Db Esp Ee Eo Le Lo M P V Ve Vo 
TO-
TAL 
Acremonium alternatum - - - - - E E - A - - - 3 
Acremonium strictum          - - - - - A,E A E A A,E - E 6 
Acremonium sp. B               A E A A - - A,E E A A A,E - 9 
Acremonium sp.  A, E A,E - E - - A - E A,E A A 8 
Altenaria sp.  A , E A,E A,E A,E A,E A,E A,E A,E A,E A,E A,E A,E 12 
Arthrinium sp. A                 - - - - - A - - - - - E 2 
Aureobasidium pullulans    - - E - A - - - - A - - 3 
Chaetomium sp.  - - - - E A - - - - - - 2 
Cladosporium sp.  E A,E - E - - A A,E - - E A 7 
Cordyceps bassiana - - - A,E A,E - - - - - - A,E 3 
Curvularia inaequalis         - - - - - - - A,E - A - - 2 
Epicoccum nigrum  A - - - - A,E A A,E E E - E 7 
Gaeumannomyces 
   cylindrosporus A - A - - E - A A - - - 5 
Leptosphaeria sp. B             A - - E E A E E A - - - 7 
Microdochium bolleyi         A - - A E - E A - E A E 8 
Penicillium sp.  A , E - E E - - - A,E - A A A,E 7 
Pestalotiopsis sp. A          - - - - A E - - - - - - 2 
Pestalotiopsis sp. B  - - E - - - - A E E A A 6 
Plectosphaerella   
  cucumerina - - - E - - - - - - A - 2 
Podospora sp.  A A,E E - - A,E A,E A A E A,E A,E 10 
Preussia australis - - - - A,E - - - - - - - 1 
Stemphylium solani - A,E - - - - A,E - - - - - 2 
Thielavia sp.  - - - - - - - - - E A,E - 2 
Torrubiella confragosa - - - - - - - A - - - E 2 
H e l o t i a l  descono c i d o  B A - - E - - - E - A - - 4 
Asc omy ce te            
descon o c i d o 15 - - - - E - - - - - - A 2 
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Ta bla 25 . Número de especies de hongos id entificad as en hojas y rizomas de Ammophila arenaria y Elymus 
farctus de 12 localidades de playas de la costa norte de Galicia, Esp añ a. En cad a localid ad , los end ofito s 
fuer on aisla d os de muestr a s de hojas de 7 plantas y rizomas de 4 plantas de cada espec ie hosp ed ad or a . El 
índic e de diversid a d de Shan no n (H’) fue calcu lado para  el total de especies de endofitos obser vadas en cada 
localidad y tamb ién para el total de especies de cada gramínea. 
 
Nota .  * Los totales no se corresp o n d e n con la  suma de las filas anteri o re s debid o a que hay es pecie s comune s 
a vari a s loc al i dade s. 
 
 
 
 
4.3.4.  Comparación  e n t r e hojas y rizoma s .   
 
En Ammophila, l a dife renc i a entre las media de espec i es aisl a d a s de hojas fue 
signifi c a t i v a me n t e mayor (4,25 especie s / l ocalidad) que la de  las raíces (3,17 
especi e s / l o c a l i d a d ) (t= -2,9618 ; p<0,05 ) . En Elymus la difer e n c i a entr e las medi a s de las 
especi e s aisl ad a s de hojas y raíces no fue  e s t a d í s t i c a me n t e signi f i c a t i v a s (t= -0,935 8 ; 
p>0,05 ) . 
 
 Si compa r a m o s las espec i e s aisla d a s de cada parte de la plant a de ambos 
hospeda d o r e s , las diferen c i a s entr e las medias de las especie s  aisla da s de hojas en cada 
locali d a d fuero n signi f i c a t i v a me n t e mayor e s para Ammophila (4,25 especies / l o c a l i d a d ) que 
para Elymus ( 3 especi e s / l o c a l i d a d ) (t = -2,2546 ; p<0,05 ) . En el caso de los rizoma s , la s 
difere n c i a s entre ambas gramí n e a s no fueron es tadís t i c a me nt e signifi c a t i v a s (t= -0,2162 ; 
p>0,05 ) . 
Ammophila arenaria Elymus farctus 
Nº ESPECIES OBSERVAD A S  Nº ESPECIES OBSERVAD A S  L O C A L IDA DE S  
H o j a s  R i zo m a s  To ta l*  
 
H’  H o j a s  R i zo m a s  To ta l*  
 
H’  
Doniño s , A 9 8 13 2,5 4 1 5 2,23 
Don iño s , B 8 5 10 3,02 5 1 5 2,72 
Espa s an te 4 3 8 3,29 5 1 5 2,97 
Esteir o , A 5 3 8 3,47 6 8 12 3,13 
Esteir o , B 10 3 12 3,6 5 8 9 3,26 
Lago , A 5 7 9 3,69 5 4 9 3,38 
Lago , B 12 4 14 3,76 10 6 16 3,45 
Moro u zo s 12 7 17 3,8 2 6 9 11 3,5 1 
Pan tín 5 6 11 3,8 9 2 4 5 3,56 
Villarrub e, A 10 4 14 3,9 3 7 9 14 3,6 
Villarrub e, B 10 10 18 3,9 6 6 2 7 3,62 
Villarrub e, C 14 2 15 4 11 6 13 3,6 6 
TO TA L 51 38 75 3,6 9 36 35 54 3,3 1 
Med ia por loca lid a d 4,2 5 3,1 7 6,2 5 3,5 8 3 2,92 4,5 3,2 6 
Media por plant a 0,6 1 0,79 0,89 - 0,43 0,73 0,64 - 
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 Cator c e espe c i e s de Ammophila y 17 de Elymus f u e r o n aisla d a s tanto en hojas como 
en rizoma s . Debido a que en genera l el número de aislad o s de cada especi e fue bajo (sólo 
del 25% de las especi e s se obt uvie r o n más de 5 aislado s ) , es  impos i b l e asegu r a r si algun a s 
especies son exclusiv a s de hojas o de ri zoma s ; de todos modos , espec i e s como Gliomastix 
murorum ( 5 aisla d o s en rizoma s de Ammophila) ,  Epicoccum nigrum (aislado sólo de 
hojas, 6 aislado s en Ammophila y 5 en Elymus ) , Leptosphaeria s p . B (aislad o solame n t e de 
rizoma s , 3 aislad o s en Ammophila y 8 en Elymus) , y Gaeumannomyces cylindrosporus 
( a i s l a d o única me n t e de rizoma s , 5 aislad o s en Ammophila y 1 en Elymus ) , fuero n 
encont r a d a s exclus i v a me nt e en un ór gano de la planta (Figura 49).  
 
 
F i g u ra 49.  Cultivos en PDA de las especies aisladas de Ammophila arenaria y Elymus farctus que 
podr ían ser espe c íf ic a s de un órgan o de la plan ta. A .  Epicoccum nigrum. B.  Gaeumannomyces 
cylindrosporus. C.  Gliomastix murorum.  D. . Leptosphaeria s p . 
 
 
En la tabla 25 se indica el número de esp ec i e s ident i f i c a d a s en hojas y rizoma s de 
muestr a s de hojas de 7 planta s y muestr a s de  4 rizoma s de cada locali d a d . Para compro b a r 
si el número de especie s endofít i c a s en hojas era estadí st i c a me n t e diferent e del número en 
A B 
C D 
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riz o ma s , se anali z a r o n los datos de cuatr o mu estr a s de hojas y cuatro de rizoma s de cada 
locali d a d . No se observ a r o n  diferen c i a s signif i c a t i v a s entre ambos órga no s en Ammophila 
( 6 , 5 8 especies en hojas y 5,08 en rizo ma s . t = -1,6912 ; p>0,05 ) ni en Elymus ( 3 espec i e s en 
hojas y 2,92 en rizoma s . t= -0,935 8 ; p>0,05 ) .  
 
4.3.5.  E f e c t o s geográ f i c o s en la compos i c i ó n de especi e s . 
 
C o mo era espera d o , debid o al alto número de espec i e s única s , la mayor í a de las 
espec i e s sólo se aislar on de una local i d a d . La espec i e más cosmo p o l i t a fue Alternaria sp., 
aislad a de ambos hosped a d o r e s y en las 12 locali d a d e s de muestr e o . O t r o s taxon e s 
encont r a d o s en 5 o más localid a d e s fueron Podospora  sp. (10 localida d e s ) , Acremonium sp. 
(8), Acremonium sp. B (7), Penicillium  sp. (7), Cladosporium sp. (5), Epicoccum sp. (5) 
(Tabla 24) (Figura 50), y Ascomyc e t e de scon o c i d o 1 (5), aislado únicame n t e en 
Ammophila. 
 
F ig u ra 50.  Fotograf ías a microscopía óptica y de cultiv o s en PDA de algu no s de las 
esp ecies más cosmo p o litas aislad as de Ammophila arenaria y Elymus farctus. A .  
Cladosporium sp. B.  Podospora  sp. C.  A s c omyc e te desco no c ido 1. D .  Penicillium  sp.  
 
A B 
C D 
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La simil i t u d entre las micob i ot a s de cada órgano entre cada par de local i d a d es se 
estimó medi a n t e el índice de Jaccar d (Tabl a 26). En gener al , la simil i t u d entre loca l i da d e s 
fue baja para los 2 hospeda d o r e s  en hojas y en rizoma s.  
 
Ta bla 26.  Similitud esti mada mediante el índice de Jaccard de la comp osición de la micobiota foliar (negro) 
y de rizomas (azul) de Ammophila arenaria (Aa) y Elymus farctus (Ef), en las 12 localid ad es a estud io . 
 
 
A a Da Db Esp Ee Eo Le Lo M P V Ve  Vo 
Da  0 ,2 1 4 (3 ) a 0 ,1 8 2 (2 )  0 ,1 6 7 (2 )  0 ,1 1 8 (2 ) 0 ,2 7 3 (3 ) 0 ,3 1 3 (5 ) 0 ,1 6 7 (3 ) 0 ,2 7 3 (3 ) 0 ,2 6 7 (4 )  0 ,2 6 7 (4 )  0 ,2 1 1 (4 )
Db 0 ,1 8 (2 ) a  0,0 9 1 (1 )  0 ,0 8 3 (1 )  0 ,2 (3 ) 0 ,0 8 3 (1 ) 0 ,2 5 (4 ) 0 ,0 5 3 (1 ) 0 ,0 8 3 (1 ) 0 ,1 2 5 (2 )  0 ,1 2 5 (2 )  0 ,1 5 8 (3 )
E s p 0 ,1 (1 )  0 (0 )   0 ,2 8 6 (2 )  0 ,1 6 7 (2 ) 0 ,1 2 5 (1 ) 0 ,1 4 3 (2 ) 0 ,0 6 7 (1 ) 0 ,2 8 6 (2 ) 0 ,1 6 7 (2 )  0 ,1 6 7 (2 )  0 ,0 5 9 (1 )
E e 0 ,1 (1 )  0 (0 )  0 (0 )   0 ,2 5 (3 ) 0 ,1 1 1 (1 ) 0 ,1 3 3 (2 ) 0 ,0 6 3 (1 ) 0 ,2 5 (2 ) 0 ,1 5 4 (2 )  0 ,1 5 4 (2 )  0 ,1 1 8 (2 )
E o 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )   0 ,0 7 1 (1 ) 0 ,1 (2 ) 0 ,0 4 8 (1 ) 0 ,0 7 1 (1 ) 0 ,1 1 1 (2 )  0 ,1 1 1 ()2  0 ,1 4 3 (3 )
L e 0 ,0 7 1 (1 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,2 1 4 (3 ) 0 ,2 1 4 (3 ) 0 ,2 5 (2 ) 0 ,0 7 1 (1 )  0 ,1 5 4 (2 )  0 ,1 1 8 (2 )
L o 0 (0 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 (0 )  0 ,1 6 7 (1 )  0 (0 )  0 ,1 (1 )   0 ,2 (4 ) 0 ,3 0 8 (4 ) 0 ,1 (2 )  0 ,1 5 8 (3 )  0 ,2 3 8 (5 )
M 0 ,1 5 4 (2 )  0 ,0 9 1 (1 )  0 ,1 1 1 (1 )  0 ,1 1 1 (1 )  0 (0 )  0 ,0 7 7 (1 ) 0 ,1 (1 )  0 ,1 3 3 (2 ) 0 ,1 5 8 (3 )  0 ,1 5 8 (3 )  0 ,2 3 8 (5 )
P 0 ,1 6 7 (2 )  0 (0 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 (0 )  0 ,0 8 3 (1 ) 0 ,1 1 1 (1 ) 0 ,0 8 3 (1 )  0 ,1 5 4 (2 )  0 ,2 5 (3 )  0 ,1 1 8 (2 )
V 0 ,0 9 1 (1 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 (0 )  0 ,1 6 7 (1 )  0 (0 )  0 ,1 (1 )  0 ,1 4 3 (1 ) 0 (0 )  0 ,1 1 1 (1 )  0 ,2 5 (4 )  0 ,1 4 3 (3 )
Ve 0 ,2 8 6 (4 )  0 ,2 5 (3 )  0 (0 )  0 ,0 8 3 (1 )  0 (0 )  0 ,0 6 3 (1 ) 0 (0 )  0 ,0 6 3 (1 ) 0 (0 )  0 ,0 7 7 (1 )   0 ,2 (4 )
V o 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )   
Nota . a N ú mer o d e espec i e s en co mún entre am ba s lo ca l i d a d e s . Loca l i d a d e s : Da: Doni ñ o s , zona A; Db: Do ni ñ o s , zona B; Esp: 
Espa s a n t e ; Ee: Este i ro , zona este ; Eo: Este i ro , zona oest e ; Le: Lago , zona este ; Lo: Lago , zona oest e ; M: Moro u z o s ; P: Pant í n ; V: 
Vilaru b e ; Ve: Vila ru b e , zona este; Vo: Vilaru b e , zona o este.  
 
 
 
 
 
Ef Da Db Esp Ee Eo Le Lo M P V Ve Vo 
Da  0 ,5 (3 ) a  0 ,2 8 6 (2 )  0 ,2 5 (2 )  0 ,1 2 5 (1 ) 0 ,1 2 5 (1 ) 0 ,0 7 7 (1 ) 0 ,2 5 (2 )  0 ,2 (1 )  0 ,1 (1 )  0 ,2 5 (2 )  0 ,1 5 4 (2 )
Db 1 (1 ) a   0 ,2 5 (2 )  0 ,2 2 2 (2 )  0 ,1 1 1 (1 ) 0 ,2 5 (2 )  0 ,1 5 4 (2 ) 0 ,2 2 2 (2 ) 0 ,1 6 7 (1 ) 0 ,2 (2 )  0 ,3 7 5 (3 )  0 ,1 4 3 (2 )
E s p 0 (0 )  0 (0 )   0 ,1 (1 )  0 ,1 1 1 (1 ) 0 ,2 5 (2 )  0 ,1 5 4 (2 ) 0 ,1 (1 )  0 ,1 6 7 (1 ) 0 ,2 (2 )  0 ,2 2 2 (2 )  0 ,2 3 1 (3 )
E e 0 ,1 2 5 (1 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 (0 )   0 ,2 2 2 (2 ) 0 ,1 (1 )  0 ,0 6 7 (1 ) 0 ,2 (2 )  0 ,1 4 3 (1 ) 0 (0 )  0 ,2 (2 )  0 ,1 3 3 (2 )
E o 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,1 4 3 (2 )   0 ,1 1 1 (1 ) 0 ,0 7 1 (1 ) 0 ,1 (1 )  0 ,1 6 7 (1 ) 0 (0 )  0 ,1 (1 )  0 ,1 4 3 (2 )
L e 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )   0 ,2 5 (3 )  0 ,2 2 2 (2 ) 0 ,4 (2 )  0 ,2 (2 )  0 ,2 2 2 (2 )  0 ,3 3 3 (4 )
L o 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,0 7 7 (1 )  0 ,1 6 7 (2 ) 0 ,1 1 1 (1 )  0 ,0 6 7 (1 ) 0 ,0 9 1 (1 ) 0 ,0 6 3 (1 )  0 ,2 3 1 (3 )  0 ,2 3 5 (4 )
M 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,3 0 8 (4 )  0 ,2 1 4 (3 ) 0 ,0 8 3 (1 ) 0 ,1 5 4 (2 )  0 ,3 3 3 (2 ) 0 ,0 8 3 (1 )  0 ,2 (2 )  0 ,1 3 3 (2 )
P 0 ,2 5 (1 )  0 ,2 5 (1 )  0 (0 )  0 ,2 (2 )  0 ,0 9 1 (1 ) 0 (0 )  0 (0 )  0 ,0 8 3 (1 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 ,1 4 3 (1 )  0 ,1 8 2 (2 )
V 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,0 6 3 (1 )  0 ,1 3 3 (2 ) 0 ,0 8 3 (1 ) 0 ,0 7 1 (1 ) 0 ,1 2 5 (2 ) 0 ,0 8 3 (1 )  0 ,1 8 2 (2 )  0 ,1 2 5 (2 )
Ve 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,1 4 3 (1 ) 0 ,1 (1 )  0 (0 )  0 (0 )   0 ,2 1 4 (3 )
V o 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,1 6 7 (2 )  0 ,0 7 7 (1 ) 0 ,1 1 1 (1 ) 0 (0 )  0 ,2 5 (3 )  0 ,1 1 1 (1 ) 0 ,1 5 4 (2 )  0 ,1 4 3 (1 )   
Nota . a N ú mer o d e espec i e s en co mún entre am ba s lo ca l i d a d e s . Loca l i d a d e s : Da: Doni ñ o s , zona A; Db: Do ni ñ o s , zona B; Esp: 
Espa s a n t e ; Ee: Este i ro , zona este ; Eo: Este i ro , zona oest e ; Le: Lago , zona este ; Lo: Lago , zona oest e ; M: Moro u z o s ; P: Pant í n ; V: 
Vilaru b e ; Ve: Vila ru b e , zona este; Vo: Vilaru b e , zona o este.  
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Tambi é n se estimó la simil i t u d en el subco nj un t o de las espec i e s ident i fi c a d as en 
más de una local i d a d (Tabl a 27),  que fue ma yor en plantas de Ammophila de diferent e s 
localida d e s (0,172) que en Elymus (J= 0,068) , o que entre ambos hosped a d o r e s en la misma 
localid a d (0,120) .  
 
Ta b la 27.  Simil itu d en la comp o sició n del conj un to de especies aisladas en más de una localidad de 
Ammophila arenaria (roj o) y Elymus farctus (v erd e). 
 
 Da Db Esp Ee Eo Le Lo M P V Ve Vo 
Da  0 ,2 1 4 (3 ) b  0 ,1 8 2 (2 )  0 ,1 6 7 (2 )  0 ,1 1 8 (2 ) 0 ,2 7 3 (3 ) 0 ,3 1 3 (5 ) 0 ,1 6 7 (3 ) 0 ,2 7 3 (3 )  0 ,2 6 7 (4 )  0 ,2 6 7 (4 ) 0 ,2 1 1 (4 )
Db 0 ,1 8 2 (2 ) b   0 ,0 9 1 (1 )  0 ,0 8 3 (1 )  0 ,2 (3 ) 0 ,0 8 3 (1 ) 0 ,2 5 (4 ) 0 ,0 5 3 (1 ) 0 ,0 8 3 (1 )  0 ,1 2 5 (2 )  0 ,1 2 5 (2 ) 0 ,1 5 8 (3 )
E s p 0 ,1 (1 )  0 (0 )   0 ,2 8 6 (2 )  0 ,1 6 7 (2 ) 0 ,1 2 5 (1 ) 0 ,1 4 3 (2 ) 0 ,0 6 7 (1 ) 0 ,2 8 6 (2 )  0 ,1 6 7 (2 )  0 ,1 6 7 (2 ) 0 ,0 5 9 (1 )
E e 0 ,1 (1 )  0 (0 )  0 (0 )   0 ,2 5 (3 ) 0 ,1 1 1 (1 ) 0 ,1 3 3 (2 ) 0 ,0 6 3 (1 ) 0 ,2 5 (2 )  0 ,1 5 4 (2 )  0 ,1 5 4 (2 ) 0 ,1 1 8 (2 )
E o 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )   0 ,0 7 1 (1 ) 0 ,1 (2 ) 0 ,0 4 8 (1 ) 0 ,0 7 1 (1 )  0 ,1 1 1 (2 )  0 ,1 1 1 ()2 0 ,1 4 3 (3 )
L e 0 ,0 7 1 (1 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 ,2 1 4 (3 ) 0 ,2 1 4 (3 ) 0 ,2 5 (2 )  0 ,0 7 1 (1 )  0 ,1 5 4 (2 ) 0 ,1 1 8 (2 )
L o 0 (0 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 (0 )  0 ,1 6 7 (1 )  0 (0 )  0 ,1 (1 )   0 ,2 (4 ) 0 ,3 0 8 (4 )  0 ,1 (2 )  0 ,1 5 8 (3 ) 0 ,2 3 8 (5 )
M 0 ,1 5 4 (2 )  0 ,0 9 1 (1 )  0 ,1 1 1 (1 )  0 ,1 1 1 (1 )  0 (0 )  0 ,0 7 7 (1 )  0 ,1 (1 )  0 ,1 3 3 (2 )  0 ,1 5 8 (3 )  0 ,1 5 8 (3 ) 0 ,2 3 8 (5 )
P 0 ,1 6 7 (2 )  0 (0 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 (0 )  0 ,0 8 3 (1 )  0 ,1 1 1 (1 )  0 ,0 8 3 (1 )   0 ,1 5 4 (2 )  0 ,2 5 (3 ) 0 ,1 1 8 (2 )
V 0 ,0 9 1 (1 )  0 ,1 2 5 (1 )  0 (0 )  0 ,1 6 7 (1 )  0 (0 )  0 ,1 (1 )  0 ,1 4 3 (1 )  0 (0 )  0 ,1 1 1 (1 )   0 ,2 5 (4 ) 0 ,1 4 3 (3 )
Ve 0 ,2 8 6 (4 )  0 ,2 5 (3 )  0 (0 )  0 ,0 8 3 (1 )  0 (0 )  0 ,0 6 3 (1 )  0 (0 )  0 ,0 6 3 (1 )  0 (0 )  0 ,0 7 7 (1 )   0 ,2 (4 )
V o 0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )  0 (0 )    
Nota . a  Nú me r o de espec i e s por local i d a d . b  Nú me r o de espec i e s en co mú n entre ambas lo cal i d a d e s . Local i d a d e s : Da: Doniñ o s , zona A; 
Db: Doni ñ o s , zona B; Esp: Espa s a n t e ; Ee: Este i ro , zona este ; Eo: Est e i r o , zon a oes t e ; Le: Lag o , zona este ; Lo: Lago , zona oest e ; M: 
Morou z o s ; P: Pant í n ; V: Vila r u b e ; Ve: Vilar u b e , zona este; Vo: Vila ru b e , zona oest e .  
 
 
Además se estimó la simil i t u d entre el conju n t o de espec i e s aisla da s de hojas y 
rizoma s en más de una localid a d del estudi o (Tabla 28), siendo mayores las diferencias 
entre la similitud de las hojas entre los 2 hospedad o r e s en la mis m a localidad (J= 0,191) 
que entre los rizoma s en ambos hosped a d o r e s y en la misma localid a d (J= 0,084), o que 
entre las especie s de ambos órgano s y hospeda d o r e s en distin t a s local i d a d e s (J= 0,157) , lo 
que impli c a que la infl ue n c i a de la local i da d  es posibl e me n t e un fact or más import a n t e en 
la compo s i c i ó n de la micob i o t a que el nivel de preferenci a de los hongos por uno u otro 
hosped a d o r .  
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Ta b la 28.  Similitud estima da mediante el índice de Jaccar d entre la composic i ó n de la micobiot a foliar 
(ver d e) y de rizomas (azu l ) de Ammophila arenaria (Aa) y Elymus farctus (Ef), de las especies aisla d as en 
más de una localid a d de las 12 a estud io . 
 
LOCALIDA DE S HOSPE - 
DADOR Da Db Esp Ee Eo Le Lo M P V Ve Vo 
Total  
0 , 2 0,286 0,167 0,4 0,143 0,167 0, 182 0,111 0,2 0 0,222 0,214 0,191 A a / Ef 
0 , 1 6 7 0,2 0 0 0 0,2 0 0,1 0 0,2 0,143 0 0,084 
TOTAL 0 , 1 5 4 0,333 0 0,091 0,1 0,375 0, 125 0,214 0 0,125 0,154 0,214 0,157 
Nota . Loca l i d a d e s : Da: Doni ñ o s , zona A; Db: Doni ñ os , zona B; Esp: Espasa n t e ; Ee: Esteir o , zona este; Eo: Esteir o , zona oeste; 
Le: Lago , zona este ; Lo: Lago , zona oest e ; M: Moro u z o s ; P: Pa ntín ; V: Vilaru b e ; Ve: Vila ru b e , zona este; Vo: Vilaru b e , zon a 
oeste .  
 
 
Los valor es de simil i t u d  de la comp o s i c i ó n de la micob i o t a foliar de cada gramí n e a 
en todos los posibles pares de localida d e s se ajustaro n a una distribu c i ó n norma l , tanto para  
Ammophila ( K o l mo g o r o v – S mi r n o v , d= 0,1126; p>0,05 ) como para Elymus ( d = 0,0950; 
p>0,05). Este resultad o permitió hacer una regr es ió n lineal entre la simi litud y la dist ancia 
geográ f i c a entre pares de locali d a de s , con los da tos de especi e s foliar e s present e s en más 
de una localidad. Con este análisis se de tec t ó una corre l a c i ó n estad í st i c a me n t e no 
signifi c a t i v a entre la similit u d de la micobiota endofítica y la dist anci a entre localida d e s en 
Ammophila ( r 2 = 0,0496; p>0,05) (Figura 51A), y en Elymus ( r 2 = 0,0188 ; p>0,05 ) (Figur a 
51B). 
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Figura 51 . Relació n entre la semejan z a del conjunto de especi e s entre parejas de localid a d es y su distanc i a . 
El conj un to de endo f ito s de hoj as de Ammophila arenaria ( A) y de Elymus farctus ( B ) fue comp ara d o en las 
12 localidad es. Solamente las especies presen tes en más de una localid a d fuer on consider a d a s, 26 especie s en 
Ammophila y 18 en Elymus . El coeficiente de Jaccard fue usado para  estimar la similit u d del conjunt o de 
endofito s de tod o s los pares de localid ad es, y la relació n entre la simili tu d y la dist ancia entre localidad es fue 
analiza d a mediant e regresi ó n lineal. 
 
 
4 . 3 7 . Discusi ó n . 
 
Tanto Ammophila c o mo Elymus poseen una gran diver s i da d endof í t i c a s , 75 espec i e s 
fuero n aisl a d a s de plant a s de Ammophila (Tablas 19 y 21) y 54 de Elymus (Tablas 20 y 21), 
siend o 103 el total de espec i e s de hongo s endof í t i c o s disti nt a s aisl a d a s de las dos 
gramí n e a s . Ademá s , las curva s no asint ó t i c a s de acumul a c i ó n de espec i e s (Figu r a 48, 
curva s contí n u a s ) y la impor t a n t e difer e n c i a  en la comp os i c i ó n de especi e s en cada 
localid a d indican que más especie s de endofit o s podrí a n ser ident i f i c a d a s si se aumen t a s e el 
númer o de plant a s y/o lo cal i da d e s anali z a d a s .  
 
Las curvas de acumul a c i ó n de especi e s basadas únicame nte en los datos de las 
especi e s plural e s fueron asintó t i c a s (Figur a 48, curvas discon t í n u a s ) , lo que indica que la 
mayor í a de espec i e s común me n t e asoci a d a s a estas gramí n e a s han sido ident i f i c a d a s en 
este estudi o . Este result a d o tambié n indica que la for ma no asint ó t i c a de las curva s de 
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acu mul a c i ó n del total de especi e s se debe pr incip a l me n t e al subconj u n t o de especie s 
únicas , que represe n t a n el 55% de las especie s ident i f i c a d a s en cada gramí n e a . Por lo tanto , 
la mayorí a de las nuevas especi e s que podr ía n identi f i c a r s e como result a d o de un 
incre me n t o en el númer o de plant a s anali z a d a s , sería n especie s única s . 
 
Los estima d o r e s del total de espec i e s Boot st r a p y Jacknif e 2 (Tabla 23) indican que 
un míni mo de 92 a 136 especie s se  podría n llegar a encont r a r en Ammophila, y de 66 a 100 
especi e s en Elymus . Es muy probable que estos valores de la rique za total de  especie s sean 
mayore s , ya que pueden existi r endofi t o s inde te c t a b l e s con los método s de aislami e n t o 
utili z a d o s , por ejemp l o , podrí a haber biotr o f o s obliga d o s , u otros hongos que no crezca n en 
los medios de cultivo utilizados. El uso de di ferentes medios de aislamiento o técnicas de 
proces a mi e n t o de las muestr a s , como filtra c i ó n de partícul a s , podría n produc i r especi e s 
diferen t e s o un número mayor de cultivo s (Collad o et al . , 2007). También existen métodos 
basados en el aislamiento de DNA de tejido de  planta que permite n detecta r endofit o s no 
cultivab l e s (Kowalch u k et al . , 1997; Neubert et al. , 2006, Gallery et al ., 2007). 
 
Tanto la me dia del número de especies de endofi t o s por loca l i da d, como el índice 
de divers i d a d de Shanno n (H’), fue r on signif i c a t i v a me n t e mayore s para Ammophila que 
para Elymus ( T a b l a 25; p<0,05 en ambos casos) . Apin is y Chester s (1964) obtuvie r o n un 
result a d o simila r en un censo de hongos saprof i t o s en ambos hosped a d o r e s . La difere n c i a 
en el número de especi e s endofí t i c a s en tre ambas gramíne a s podría deberse a las 
caract e r í s t i c a s anatómi c a s de cada especi e , ma s que a que una de estas gramín e a s pueda ser 
más suscep t i b l e a la coloni z a c i ó n por endofit o s que la otra. Las hojas de Elymus son 
menore s en longit u d y grosor que las de Ammophila y ésta última  p o s e e tallo s que se 
desar r ol l a n en macol l a s compa c t a s , mient r a s que Elymus presenta tallos aislados. La menor 
superfi c i e expuest a a inócul o aéreo en las hojas de Elymus podría influ i r en el total de 
endofito s de cada planta. El caso contrario sucede en los rizoma s, los cuales son más largos 
y estre c h o s en Elymus que en Ammophila, y puede ser la expli c a c i ó n de porqu é la 
proporc i ó n de especie s de endof it o s es mayor en rizoma s de Elymus que de Ammophila. 
 
El conjunto de endofitos de cada gramín e a estuvo domina d o por un número 
relati v a me n t e pequeñ o de especi e s genera l i s t a s (25%). Sin embarg o , en cada gramín e a , 
más del 50% del total de aislad o s obteni dos pertenecieron al 10%  de las espec i e s 
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identificadas, y las especies generalistas fuer on las mayori t a r i a s de este grupo (Tabla 21), 
además de ser las especie s que tienen un ma yor rango de distri b u c i ó n (Tabla 24). Esta 
situac i ó n del domin i o de las espec i es gener al i s t a s fue también observ a d a en otros estudi o s 
de endofit o s en hospeda d o r e s simpát r i cos (Seena y Sridar, 2004; Gange et al . , 2007; White 
y Backhouse, 2007). Varias de estas especies ge nerali s t a s y dominant e s en el estudio (ej. 
Acremonium s p . , Alternaria sp., Cladosporium sp., Epicoccum sp.) son endofit o s ubícuo s , 
prese n t e s en otras gramí n e a s y fami l i a s de plant a s (Stone et al . , 2004; Schulz y Boyle, 
2005, Sánche z - M á r q u e z et al ., 2007).  
 
En contraste, endofitos específicos de un solo hospedador fueron difíciles de 
ident i f i c a r porqu e el 87% de los taxon e s obser v a d o s sólo en una gramí n e a fuero n 
repres e n t a d o s únicame n t e por uno o dos aisla d o s ; algun a s excepc i o n e s fuero n el 
‘Ascomy c e t e descon o c i d o 1’ (Tabla 19) que  parece ser un endofit o especí f i c o de 
Ammophila, ya que fueron obteni d o s 22 aislad o s  de 5 local i da de s disti n t a s y el 
‘Ascomy c e t e descon o c i d o 12’, aislad o de Elymus ( T a b l a 20, 6 aislado s ) , tambié n podr ía ser 
específ i c o de esta planta.  
 
La variació n en la distribu c i ó n geográfi c a de las especie s de endofit o s fue notable . 
Aproxima d a me n t e 2 tercios de las especie s iden tif i c a d a s en cada gramíne a fueron aislada s 
en una única localidad, 64% en Ammophila y 68,5% en Elymus . Cuando las especies 
endofí t i c a s encont r a d a s en más de una locali d a d  fueron analiza d a s , se vio que la distanc i a 
entre loca l i da d e s estab a inver s a me n t e relaci o n a da con la simil i t u d entre sus conj unt o s de 
endofito s (Figura 51). Otras situacio n e s donde la  distanc i a está inversa me n t e relacio n a d a 
con la simili t u d de la micobi o t a endofí t i c a han sido descritas en otros estudios (Arnold et 
al . , 2003; Gange et al., 2007). Este efecto geográ f i c o explic a , al menos en parte, porque en 
otros estudi o s de hongos aislad o s de fructi f i c a c i o n e s de tallos senesc e n t e s y de hojara s c a de 
Ammophila y Elymus en Inglaterra y Portugal (Apinis y Chesters , 1964; Dennis, 1983) se 
han encontr a d o muy pocas especie s comunes con la micobi o t a endofí t i c a de nuestr o 
estu d i o (ej.  Chaetomium , Leptosphaeria y Lophodermium) . 
 
La import a n c i a de la locali d a d en la compos i c i ó n de la micobi o t a tambi é n se ha 
destacado por el hecho de que se haya observado una mayor si mi l a r i da d entr e la micob i o t a 
de Ammophila (J= 0,172) en distint a s localid a d e s , que en Elymus en diferen t e s locali d a d e s 
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(J= 0,068 ) , o que en ambas gramí n e a s en la misma locali d a d (Jacca r d = 0,120) . Además , al 
compa r a r las micob i o t a s de hojas y rizoma s de  los 2 hospedad o r e s se vio que las especies 
de endofi t o s tiene n más prefer e n c i a por la lo cali d a d que por el hosped a d o r coloni z a d o y 
por el órgano infectado. 
 
Las  1 0 3 espec i e s difer e nt e s ident i f i c a d a s en ambas plant a s perte ne c e n a 58 géner o s , 
53 de los cuales pertenecen a la división Asco myc o t a . El predomi n i o de este grupo ha sido 
observad o en Dactylis glomerata (Sánche z - M á r q u e z et al . , 2007), en Holcus lanatus y en 
otros estudios de endofito s y saprofit o s de gramín e a s (Barat a , 1992; Wirsel et al. , 2001; 
Wong y Hyde, 2001; Morakotk a r n et al., 2006).  
 
Sólo unos pocos géneros identif i c a d o s co mo endofi t o s en este estudi o conti e n e n 
géneros de especie s patógen a s previ a me n t e descr i t a s en Ammophila ( Lophodermium, 
Ustilago, Alternaria ) y en Elymus ( Cladosporium, Drechslera,  Curvularia,  Fusarium ,  
Gaeumannomyces , Leptosphaeria, Phaeosphaeria )  ( F a r r et al. , 1989) (Figur a 52).  
 
 
F i g u ra 52.  Fotogr af ías a micro s c op ía óptic a y de cultiv o s en PDA de algun os géner os aisla d o s de 
Ammophila arenaria y Elymus farctus y que habían sido prev iamen te desc r itos como patóg en os de estas 
gramí n e a s . A.  Curvularia. B.   Gaeumannomyces. C .   Lophodermium. D.  Ustilago. E.  Phaeosphaeria. 
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Aunque los patógenos latentes  se comportan como endofito s hasta la manifestación 
de sínto ma s (Most e r t et al . , 2000; Photi t a et al . , 2004), este tipo de hongos no parece n 
consti t u i r una parte import a n t e de la mic obio t a endofít i c a de estas u otras gramíne a s 
(Sánc h e z - Má r q u e z et al ., 2007). 
 
Algunas de las especies de endofitos iden tificadas en nuestro estudio poseen un 
papel ecoló g i c o impor t a n t e por ser patógenos de insectos ( Cordyceps bassiana, Torrubiella 
confragosa) , patóge n o s de otras planta s ( Anthostomella eucalyptorum,  Plectosphaerella 
cucumerina ) , de ani mal e s ( Phialemonium dimorphosporum ) , o por ser hongo s 
descomp o n e d o r e s de madera ( Phlebia radiata ) (Figu r a 53).  
 
 
 
F i g u ra 53.  Alguna s de las espec ie s patóg en a s aisla d a s de Ammophila arenaria y Elymus farctus. 
A .  Cordyceps bassiana. B.  Torrubiella confragosa . C.  Anthostomella eucalyptorum . D.  Phlebia 
radiata.  
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Veinticuatro de los taxones aislados no pudi ero n ser identif i c a d o s mediante técnicas 
molecu l a r e s , y su miceli o resu l t ó ser estér i l , por lo que es  posib l e que algun o s de estos 
hongos sean especies hast a ahora descon o c i d a s .  
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En esta tesis se ha realizado un censo de la micobi o t a endofí t i c a cultivable asociada 
a cuatro espec i e s de gramín e a s adapt a d a s a distin t o s hábit a t s : past o s semi á r i d o s , suelo s 
muy húmedo s y playas . La unidad de muestr e o han sido plantas individu a l e s , en cada una 
de las cuales se identi f i c ó la micobi o t a endof í t i c a de muestr a s de hojas y en alguno s casos 
de raíces o rizoma s . Se obtuvo al menos un  aislad o fúngic o del 94,10% de las planta s , 
aunque esta tasa de infecc i ó n podría ser mayor porque de cada planta sólo se analizó una 
fracció n de sus hojas y raíces. Aunque la in fecci ó n endofí t i c a parece ser ubícua entre las 
especi e s de planta s , bajo determi n a d a s condi cio n e s medioambi e n t a l e s , la incidenc i a entre 
indiv i d u o s puede ser me nor que los altos valor e s observad o s en el pr esente estudio. Arnold 
y Lutzoni (2007), observa r o n un gradien t e lat itu d i n a l de la infecci ó n endofí t i c a desde los 
trópico s (se encontr a r o n endofi t o s en el 100% de fragme n t o s de tejido analiza d o s ) , al ártico 
(1% de fragme nt o s infe ctad o s ) . Por lo tant o , en ambie n t e s inhós p i t o s para los hongos, o en 
aquell a s zonas donde esté limita d o el contac t o  con el inócu l o (ej. sitio s cerra dos ) , la 
inciden c i a de los endofit o s en las  plantas puede ser menor. 
 
En la composi c i ó n de la micobio t a endof íti c a de las cuatro gramínea s se han 
encontra d o una serie de patrones comune s que se discute n a continu a c i ó n . 
 
5 . 1 . Patrones de diversid a d biológic a en la micobiot a endofíti c a de gramínea s . 
L a diver s i d a d bioló g i c a de un sistema se puede expli c a r por medio de dos 
compon e n t e s : la riquez a o número de especi e s observadas, y la abundancia relativa de cada 
especi e (Zak y Willig , 2004). En lo que resp e c t a a la rique z a numér i c a de espec i e s 
observ a d a en este trabaj o , de cuatro especi e s de gramí n e a s se obtuvieron 1455 aislados 
pertenec i e n t e s a 356 esp ecies fúngicas (Tabla 29, apéndice  1). Arnold y Lutzoni (2007) 
clasif i c a r o n 1403 aislad o s obteni dos de 28 especies hospedadoras en 277 especies, lo que 
indica que la cantidad de especies que se ha  detec t a d o en gramí n e a s es notab l e . Es más, 
aunque la riqueza de especie s observ a d a es a lta, las curvas de acu mul a c i ó n de especi e s 
indican que se trata de una in fraest i ma c i ó n . Las curvas del tota l de especies en las cuatro 
gramíneas fueron de tipo no asintótico (Figura 54 A), lo que indica que un increme n t o del 
número de plantas analiza d a s hubiese dado luga r a un mayor núme r o de especi e s fúngi c a s .  
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Este tipo de curvas no asintót i c a s es un re sult a do frecue n t e en censos de especi e s 
endofíti c a s de hongos (Arnold et al., 2000; Suryanarayanan et al . , 2003; Arnold y Lutzoni , 
2007; White y Backho u s e , 2007) y son propia s  de ecosis t e ma s por un lado ricos en 
especie s y por otro dominad o s por diversi d a d de tipo Beta.  
 
F i g u ra 54.  Curv as de acumu la c ió n de espec ie s endof ític a s elabo r ada s con los dato s obten id o s de las 4  
espec ie s hosp ed a dor a s del estud io , Holcus lanatus (azu l), Dactylis glomerata (negr o) , Ammophila arenaria 
(verd e) , Elymus farctus (roj o). En la figur a A se muestr a n las curv as produ c id a s a partir de los datos de todas 
las especies identificad as, y en la  figu ra B las pro du cid as por el subconj un to de esp ecies plu r ales 
repr e s en tad a s por dos o más aisla d o s .  
 
 
W h i t t a k e r propuso que la diversida d está rela ci ona d a con la escala . El primer nivel 
de diversi d a d seria el nivel Alfa, que es atribui bl e a la divers i d a d que se encuen t r a en cada 
locali d a d o unidad de muestr e o , mientr a s que el nivel Beta  es atrib u i b l e a la diver s i d a d 
exist e n t e entre disti n t a s local i d a d e s o unida d es de muest r e o (Whit t ak e r et al ., 2001; 
Magurra n , 2004). La importa ncia de la diversidad Beta  en la micobiota de endofitos de 
gramí n e a s queda refle j a d a en el limi t a d o númer o de aisla mi e n t o s por plant a , una media de 
dos, a pesar de identif i c a r s e 356  especies de hongos. En segun do lugar, cuando se estimó la 
simil i t u d de los conju nt o s de especie s obser v a dos en disti n t a s local i d a de s geogr á fi ca s los 
valor e s fuero n indic a t i v o s de baja simil a r i d a d entre las distint a s locali d a d e s , tanto para 
Holcus lanatus c o mo para  Ammophila arenaria y Elymus farctus (Tablas 16 y 26, páginas 
101 y 125). En el caso de Ammophila y Elymus , así como en otro s estudios, se ha 
observ a d o una relaci ó n entre la divers i d a d Beta  y la dist an c i a entre unida d e s de muestr e o 
(Arnol d et al ., 2003; Gange et al., 2007). Sin embargo, esta relaci ón entre la similitud entre 
micobio t a s y su distanc i a ge ográfica no parece existir en el  caso de la micobiot a de Holcus 
lanatus . Esto podría deberse a que la arena de las playas es un medio má s homogéne o que 
los suelos donde se mue stre ó Holcus.  
A B
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Tabla 29.  Número de plan tas y localidades analizadas , porcentaj e de plan tas infectad a s y número de aislados y  especies identificadas en  cada una de las cuatro especies 
hosp ed ad or a s .  
 
 
Nº PLANTAS 
ANALI ZA DA S  
Nº AISLADOS  
IDENTIFIC A D O S  
Nº ESPECIES  
IDENTIFI CAD AS  
D I V ER S IDAD  
H’ 
HOSPE- 
DADOR 1  
Nº LOCA- 
LIDADE S 
Hojas  R a í c e s  
% PLANTA S 
INFECTAD AS  
Hojas ( x ) 2  R a í c e s ( x )  Total  Hojas ( x )  R a í c e s ( x )  T  H o j a s  R a í c e s  Total  
Dg  14  120  82 92,5%  228 (1,90) 83 (1,01) 311 91 (0,76) 44 (0,54) 114 4,03 3,6 4,2  
Hl 28  196  77 95,92 %  512 (2,61) 149 (1,94) 661 157 (0,80) 79 (1,03) 208 3,9 3  4,0 5  4,2 7  
Aa  12  84  48 91,67 %  187 (2,23) 83 (1,73) 270 50 (0,60) 39 (0,81) 75 3,2 5  3,4 1  3,6 9  
Ef 12  84  48 96,30 %  124 (1,48) 89 (1,85) 213 36 (0,43) 35 (0,73) 54 2,8 8  3,1 2  3,3 1  
TOTAL 54 484 255 - 1051 404 1455 296 3  177 3  356 3  - -  - 
M e di a - -  - 9 4, 10 %  2,06  1 , 6 3  - 0 , 6 5  0 , 7 8  -  3,52 3,55  3 , 8 7 
 
Nota. 1 H o spe d ad o r e s: Dactylis glomerata (Dg), Holcus lanatus (Hl), Ammophila arenaria (Aa), Elymus farctus ( E f ) . 2  La media expresa el número de aislados o 
espe c ie s por plant a .  3 Los totales no se corresp o n de n con la suma de las filas anteri or es debido a que hay especies comunes a va ri os hospe d a d o r e s . 
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En contrap o s i c i ó n a la topol ogía no asintótica de las curvas de acumulación de 
todas las especi e s , al consid e r a r sólo el s ubconjunto de especies endofitas plurales, se 
obtuvie r o n curvas asintót i c a s , indicat i v a s de sa turaci ó n (Figura 54B). Estas curva s indi c a n 
que en las cuatro gramí n e a s anali z a d a s se ha ident i fi c a d o la mayor í a de las espec i es 
endofí t i c a s comunes , dando este nombre a las especies cuya abundan c i a ha sido de dos o 
más aislad o s . En segund o lugar, estas curvas as intó t i c a s obteni d a s gracia s a la elimin a c i ó n 
de las especie s raras  o  únicas , aquell a s de las que sólo se  obtuvo un aislado , indican que la 
for ma no asintót i c a típica de las curvas de acumu l a c i ó n de todas las espec i e s ident i fi c a d a s 
es causada por las especie s únicas.   
 
 El segund o compo n e n t e de la divers i d a d es la abundan c i a relati v a de cada especie . 
En el conj u n t o de gramí n e a s an ali z a d a s el 56,4% de las  especi e s ident i f i c a d a s en hojas y el 
56,5% de las de raíces perten e c i e r o n a la categ or í a de especie s únicas . Sobre el total, el 
porcent a j e de especie s únicas fue del 73,6% (Tab la 30). El 26,1% restant e fueron especie s 
plurales, aunque sólo de un pequeño grupo de es tas especi e s plural e s  (5,3%) se obtuvier o n 
más de 10 aislad o s por especi e . La distri b u c i ó n desig u a l de la abunda n c i a de aislad o s , con 
la mayorí a de especi e s prese n t e s en muy baja frecuencia y un reducido núme ro de especies 
domi n a n t e s (Figu r a 55) es carac t e r í s t i c a de conjun t o s biológ i c o s , inclui d a s otras micobi o t a s 
endofiti c a s (Arnold et al., 2001; Suryanarayanan et al ., 2003; Higgins et al . , 2006; Arnold 
y Lutzoni , 2007; White y Backhou s e , 2007).  
 
 
Ta bla 30.  Númer o y porc en ta j e (entr e paré n te s is ) de las especies únicas identif icadas en cada especie 
hosp ed ad or a .   
 
HOSPEDADOR  H O J A S  R A ÍC E S /R I ZO MA S TOTAL  
Dactylis glomerata 58 (63,7 4) 25 (56 ,8 2) 74 (64 ,9 1) 
Holcus lanatus 1 07 (68, 15 ) 55 (69 ,6 2) 135 (64, 90 ) 
Ammophila arenaria 28 (54,9 0) 21 (55 ,2 6) 39 (52 ,0 0) 
Elymus farctus 22 (61,1 1) 22 (62 ,8 6) 28 (51 ,8 5) 
TOTAL  1 67 (56, 42 )*  1 00 (56, 50 )*  2 62 (73, 60 )*  
Nota . El total de no se corre s p on d e a la su ma de las fila s ante riores debido a que 
algun a s espec i e s única s fuero n ident i f i c a da s en más de un hospe d a d o r . 
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F ig u ra 55 . Orden a c ió n de las espec ie s de endof ito s foliares según la abund an c ia relativ a de aislad o s en 
cada una de las especies identifi c a d a s .  
 
 
La gramín e a en la que menos espec i e s se observ a r o n fue Elymus farctus. Esta 
espec i e es la que tiene hojas más estre c h a s de las cuatro estudi a d a s , por lo tanto a pesar de 
que las longit u d e s de los fragme ntos de hoja analizados hayan sido simil a r e s en las cuatr o 
especi e s , unos 5 mm, el área foliar analiz a d a ha sido menor para E. farctus y este factor 
podría estar relaci o n a d o con que en ella se hayan observ a d o menos especi e s que en las 
otras gramí n e a s . La gramí n e a en la que más espec i e s se han ident i fi c a d o fue Holcus 
lanatus . 
 
Algunos índices de diversid a d biológic a , co mo el índice de divers i d a d de Shanno n 
(H’), conte m p l a n la rique z a numér i c a de espec i e s y la abundan c i a relativ a de cada especie 
del conjun t o . El índice H’ tiene  un valor de 0 si sólo hay un a espec i e , y un valor máxim o 
cuando todas la especi e s del conjunto están representadas po r mis mo número de indivi d u o s 
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(Zak y Willig, 2004). En la mayoría de los ec osistema s naturales H’  varía entre 1 y 5, 
aunque excepc i o n a l me n t e puede haber ecos istema s con valores mayores, como bosques 
tropica l e s (Díaz y Wilmer, 2007) o arrecif e s de  coral (Espinoza y Sa las, 2005), o menores 
como alguna s zonas desér t i c a s o agroec o s i s t e ma s (Becerr a y Faúndez , 2001). En el 
presente estudio se han obteni d o unos valores eleva d o s para las 4 especi e s de gramín e a s 
(4 ,2 para Dactylis, 4,28 para  Holcus, 3,69 para  Ammophila, y 3,31 para  Elymus ) . Estos 
valores son parecidos a los obtenidos en ot ros estudios realiza dos sobre endofitos de 
gramí n e a s , y mayore s que los obser v a d o s en es tud i o s de endof i t o s de otras famil i a s de 
plantas (Tabla 31), probabl e me n t e por las técnica s de aisl ami e n t o e identif i c a c i ó n 
utili z a d a s , que han permi t i d o la iden ti f i c a c i ó n de aislad o s estéri l e s .  
 
Tal como sucede en comuni d a d e s de plan ta s y animal e s , algun o s autor e s afirma n 
que la diversidad biológica de endofitos di smi n u y e desde los trópi c o s a los ecosi st e ma s 
boreal e s (Fishe r et al . , 1995; Bills, 1996; Arnold y Lutzoni , 2007). No obstant e , la 
diversi d a d observ a d a en este estudi o de gram ín e a s de la zona templa d a es sorpre n d e n t e y 
no indic a que la diver si da d endof í t i c a en esta famil i a sea me nor que la que se ha obser v a d o 
en algun a s espec i e s de los trópi c os . Casua l me n t e , las gramí n e a s son una fa mil i a cuya 
máxima dive r s i d a d de espec i e s se da en zonas templ a d a s (Whi t t a k e r et al . , 2001), lo cual 
sugie r e que la mayor diver s i d a d endof í t i c a de  las Poacea s podrí a encon t r a r s e en la zona 
templad a , que es donde existe una ma yor variedad de hospedad o r e s .   
 
Ta bla 31.  Valo r e s del índic e de diver s id a d de Shan non (H’) en algunos estudios realizad o s sobre endofito s de 
gramíneas y especies de otras fami lias de plan tas. 
 
H O S P ED A D O R FAMILIA H’ REFER EN C IA 
Phragmites australis   Poaceae 0 ,9 - 3,8 Neub er t et al., 2006 
Bothriochloa macra   3 ,2 0 - 3,40 White y Back ho u se, 2007 
Hyparrhenia hirta   3 ,0 8 - 3,33  
Guarea guidonia  Meliaceae 1 ,7 8-3 ,3 7 Gamb o a y Bayman , 200 1 
Tripterygium wilfordii  Celastraceae 1 ,2 6-2 ,9 9 Kumar y Hyde, 200 4 
Adhatoda zeylanica   Acanthaceae 1 ,6 4 Rav ir aj a, 2005 
Bauhinia phoenicea   Caesalpiniaceae 1 ,7 7  
Callicarpa tomentosa  Verbenaceae 2 ,1 4  
Clerodendrum serratum   Lamiaceae 1 ,3 7  
Lobelia nicotinifoli  Campanulaceae 1 ,1 0  
Dryas integrifolia  Rosaceae 2 ,6 9-2 ,9 9 Higg ins et al., 2006 
Huperzia selago  Huperziaceae 2 ,6 9-2 ,9 9  
Picea mariana  Pinaceae 2 ,6 9-2 ,9 9  
Pinus taeda  Pinaceae 0 ,5 5-2 ,1 3 Arn o ld et al., 2007 
Catharanthus roseus  Apocynaceae 2 ,2 5- 2,90 Khar war et al., 2008 
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En resume n , los resulta d o s obt enidos indican que la riqu e z a de espec i e s de la 
micob i o t a endof í t i c a de gramí n e a s es enorme , la distrib u c i ó n de la abundan c i a de cada 
especie es muy irregul a r , más de la mitad de la s especi e s identi f i c a d a s son únicas , mientr a s 
que un pequeño grupo de especies son muy abund a n t e s y domi na n t e s , en térmi n o de 
abund a n c i a relat i v a de los aisla do s . Por últim o , la varia c i ón entre disti n t a s unida de s de 
muest r e o y locali d a d e s ( β ) es un compone n t e muy importa n t e de la diversi d a d endofít i c a 
de gramí n e a s .  
 
 
5 . 2 . Problema s en la estimaci ó n del número total de especies endofíti c a s en gramínea s .  
 
E n estud i o s de divers i d a d bioló g i c a se r ecurr e a menudo a estima d o r e s de la riquez a 
total de especies para inferir cual podría se r la riquez a del sistema estud i a d o . Estima d o r e s 
de este tipo como Chao 2, Boostrap, ICE, Jac knife 1, y Jacknife 2, se basan en funciones 
depend i e n t e s del númer o de especi e s únicas y de  otras espec i e s detec t ada s en dos o más 
muestr a s (Figur a 23, página 59) (Chazd o n et al . , 1998; Magurr a n , 2004). Para que un 
estima d o r sea fiabl e o al menos inter p r e t a b l e ,  sus valore s han de alcanz a r un crecimi e n t o 
asintó t i c o que se corres p o n d e r í a al valor del núme ro total de especi e s . Si por el contra r i o , 
los valor e s del esti ma d o r no se esta b i l i z a n y au ment a n con el númer o de muest r a s , tal como 
se ha obser va d o que suced e en la mi cob i o t a endof í t i c a de las cuatr o gramí n e a s estud i a d a s 
en esta tesis (ejempl o en la figura 30, página 76), Gotelli y Colwell (2001) s ugieren que en 
estos casos el valor máximo de un estima d o r de be ser inter pr e t a d o como un límit e infe r i o r 
del número total de especi e s . Sin embarg o , un estima d o r puede propo r c i o n a r valor e s 
máxi mos muy distin t o s de los de otro estima d o r  (Tabla 32), por lo tanto, cuando todos los 
estimad o r e s son no asintót i c o s no se puede deci dir cual de ellos es el más apropia d o .  
 
En lo que se refiere a estudios de di versi d a d de hongos, en algún caso se ha 
observa d o que un estimad o r es  asintót i c o mientr a s que otros no lo son (Unterseher et al . , 
2008), pero en otros casos, no se ha encont r a d o un estima d o r asintó t i c o que pueda ser 
inter p r et a b l e. Por lo tanto , la evide nc i a obteni d a en esta tesis y en otros trabaj o s indic a que 
en estudi o s de micobi o t a endof í t i c a los estima d o r e s de la riquez a total de especi e s no son 
muy útiles , ya que suelen ser no asintó t i c o s y esto  se debe prin c i p al me n t e a la exist en c i a de 
un elevado núme ro de especie s únicas.  
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Ta bla 32.  Valores de la riqueza total de especies de las 4 gramín e a s del estudio , obteni d o s con seis distin t o s 
estimado r e s de la riqueza total de especies .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L a discus i ón anteri o r pone de manifi e s t o la enorme rique z a de la micob i o t a 
endof í t i c a de las gramí n e a s . Sin embar g o , a pesa r de que las curva s de acumu l a c i ó n indic a n 
que se podría n haber identi f i c a d o más esp ecie s (Figura 54A), ha y otro factor que 
contrib u y e a la infraes t i ma c i ó n de la riqueza de  especi e s : los método s utiliz a d o s en esta 
tesis sólo permi t e n el aisla mi e n t o de hongo s culti va b l e s en unos pocos medio s sinté t i c os . 
De habers e utiliz a d o otros medios de cultiv o , o método s de detecc i ó n de hongos basado s en 
identificación de DNA fúngico aislado de muestra s vegeta l e s (Neube r t et al . , 2006; Gallery 
et al ., 2007), se hubiesen podido iden tif i c a r más especie s , entre ellas biotrof o s obligad o s . 
 
 
5.3. Composi c i ó n taxonóm i c a de la micobio t a endofít i c a . 
 
E l 90,5% de las especies identifi c a d a s pe rten e c e c i e r o n al phylum Ascomy c o t a y las 
restantes se distribuyeron en tre Basidi o my c o t a (8,5%) y Z ygomyc o t a (1%) (Tabla 33, 
apéndice 1). El dominio de la división Asco my c o t a ha sido observa d o en la micobio t a 
endof í t i c a de un ampli o rango taxonó mi c o de espec i e s vege t a l e s (Ston e et al . , 2004; Duong 
et al ., 2006; Ganley y Newcombe, 2006; Morakotkarn et al ., 2006; Higgins et al ., 2006) y 
por tanto este result a d o apoya la idea de que la mayorí a de los hongos endofí t i c o s son 
Ascomyc e t e s .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ESTIMADOR Dactylis Holcus Ammophila Elymus 
ICE 304 ,52 581 ,53 134 ,75 94, 1 
Chao 2 336 ,98 484 ,61 118 ,07 91, 35 
Jackn if e 1 187 ,31 345 ,3 113 ,54 81, 67 
Jackn if e 2 249 ,23 449 ,39 136 ,18 100 ,32 
Boots tr ap 143 ,12 263 ,69 91, 63 65, 71 
Michaelis - Menten 187 ,81 342 ,71 113 ,33 67, 28 
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Ta bla 33.  Distr ib u c ió n de aisla d o s , espec ie s y géneros iden tif icad o s en los 4 hospe d ado r e s a estud io, 
agrup ado s en en los tres phylum del Rein o Fung i de hong os al que perten ecen . 
Nota.  *Los totales no se correspo n d e n con la  suma de las filas anterio re s debi do a que hay especie s y géneros que 
han sido comunes a hojas y raíces. 
 
 
 
 Arnold (2007) observ ó que la mayorí a de lo s endofi t o s folia r e s están cont e n i d o s en 
las clases Dothid e o my c e t e s y Sordar i o myc e t e s . En la micobiota de nuestras gramíneas 
ambas clases han sido las más abunda n t e s en núm ero de aislado s y de especie s (Figura 56). 
El 41,9% del total de aislados  pertenec i ó a la clase Doth ideomycetes y el 33,26% a los 
Sorda r i o myc e t e s , mient r a s que respe c t o al númer o de espec i e s la distr i b uc i ó n fue del 
32,5% y 20,2%, respec t i v a me n t e . Cinco de los siete órdenes más comu nes (Pleos p o r a l e s , 
Hypocre a l e s , Sordari a l e s , Diaport ha l e s y Xy lari a l e s ) perten e c e n a estas clases , siendo 
Pleospo r a l e s e Hypocre a l e s los órdenes más a bunda n t e s en términ o s de número de especi e s 
(Figur a 57). En este nivel taxonó mi c o la compos i c i ó n de la micob i o t a de gramí n e a s difie r e 
de la de árbol e s tropi c a l e s , en los cuale s se ha obser v a d o un predo mi n i o de la clase 
Phyll a c h or a l e s , con baja repre se n t a c i ó n en nuest r a s gramí n e a s (2 géner o s , Colletotrichum y 
Glomerella , y 6 espec i e s aisla da s de 2 de los hospe d a d o r e s, Dactylis y Holcus ) , así como 
de Xylaria l e s , Sordari a l e s y Diapor t h a l e s (Bills , 1996, Suryan a r a y a n a n et al ., 2002; Schulz 
y Boyle, 2005; Arnold y Lutzon i , 2007), los cuales  si fueron más frecue n t e s en nuestr a s 
gramí n e a s : 53 aisla d o s y 19 espec i e s de la clase Xylari a l e s , 120 aislad o s  y 23 especie s de la 
clase Sordariales, tercera clase más abundante de l estudio, y 34 aislados  y 17 especie s de la 
clase Diaport h a l e s . En Pinus monticola  de Nortea mé r i c a predo mi n a r o n los Rhyti s ma t a l e s , 
un orden minorita r i o en gr amín e a s (Ganle y y Newcomb e , 2006). Petrin i (1986) propus o 
que los endofitos podrían ser específicos a nive l de famili a de planta s . Las difere n c i a s 
observadas entre la filiación taxonómi ca de lo s endofit o s de gramíne a s y los de huésped e s 
de otras famili a s podría n ser indicat i v a s de la  existenc i a de especial i z a c i ó n hacia ciertos 
grupos de especies hospedad o r a s .  
 
N º DE AISLAD O S Nº DE ESPECIE S Nº DE GÉNER O S GRUPOS 
TAX ONÓMICOS 
DE HONGOS Hojas Raíces To ta l H o j a s R a í c e s To ta l H o j a s Raíces Tota l
Phylum  Asco myc o t a 1016 396 1412 268 170 322* 89 63 109* 
Phylum  Basid io myco ta 34 5 39 27 4 30* 16 3 18* 
Phylum  Zygomycot a 1 3 4 1 3 4* 1 3 3* 
TOTAL 1051 404 1455 296 177 356 106 69 130 
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Figura 56 . Comp o s ició n de la mico b io ta de las cuatr o especies de gramíneas analizadas, según el 
número de aislados (A) y especies (B) pertenecientes a cada clase taxonómica. 
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Figura 57 . Comp o s ició n de la micob io ta de gramín e a s segú n el númer o de aisla do s (A) y de espec ie s 
(B) perten e c ien tes a cada orden taxon ó mico .   
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Excluyendo las 88 especies que fuer on clasi f i ca d a s como Ascomy c e t e o 
Basid i o my c e t e desc o n oc i d o , las 278 resta nt e s perte ne c i e r o n a 45 famili a s de Ascomy c e t e s , 
12 de Basidi o my c e t e s y 3 de Zygomy c e t e s (Apé n d i c e 2).  Las famil i as más destac a d a s en 
cuant o a número de espec i e s fuero n Trichocomaceae ( 2 4 espec i e s) ,  Pleosporaceae  (16),  y  
Phaeosphaeriaceae (13).  
 
Los diez género s más abunda n t e s , que incluy e n el 55,5% de los aislad o s obteni d o s 
han sido: Alternaria ( 2 34 aisl a d o s) , Acremonium (106), Cladosporium (100), Penicillium 
( 9 5 ) , Podospora ( 7 0 ) , Epicoccum (59), Fusarium ( 4 2 ) , Chaetomium ( 3 5) , Drechslera (33) 
y Phaeosphaeria ( 3 3) (Figur a 58). Except u a n do Podospora , los ocho primero s géneros son 
muy conocid o s como endofit o s de diversa s especies de planta s (Bills , 1996; Stone et al . , 
2004; Schulz y Boyle, 2005; Arnold, 2007).  
 
 
F ig u ra 58.  Fotogr af ías a micro s c op ía óptic a de los género s más abund an te s aislad o s en el estud io . A.  
Acremonium. B.  Alternaria . C .  Chaetomium . D.  Cladosporium . E.  Drechslera. F.  Epicoccum . G.  Fusarium . 
H .  Penicillium . I .  Phaeosphaeria .  
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Un 28% de las especi e s no pudier o n ser identi f i c a d a s a nivel de género o especi e al 
ser estéri l e s y su secuen c i a no corres p o n d e r s e con la de ningún taxón identi f i c a d o en las 
bases de datos; no obstante 87 de estas especi e s pudier o n asi gna r s e a la divisi ó n 
Ascomyc o t a o Basid i omy c o t a tras la elabor ación de dendrogramas elaborados con las 
secuen c i a s de las especi e s aislada s y otras 12 especie s sólo pudieron ser asignadas a un 
orden o famili a (Apénd i c e 3). Es posibl e que alguna s de estas especi e s sean realme n t e 
desconocidas y ademá s este resultado sugi e r e que un número eleva d o de especi e s 
desco n o c i da s podrí a n ser descub i e r t a s al estudi a r micob i o t a s endof í t i c a s . Los result a d o s de 
este estudi o ponen de manifi e s t o  que el potenc i a l de nuevos de scub r i mi e n t o s de especi e s es 
elevad o en ecosis t e ma s endofí t i c o s y su estudi o podrí a cont r i b u i r a incre me n t a r el númer o 
de especie s de hongos conoci d a s . Se ha esti ma d o que en la actuali d a d sólo se conocen 
cerca del 5% de los aprox i ma d a m e n t e 1,5 millo n e s de espec i e s de hongo s que podrí a n 
existi r (Hawks w o r t h , 2001), y los hongos endofí t i c o s podría n represe n t a r un reserv o r i o 
muy import a n t e de especi e s fúngicas (Bills, 1996; Stone et al. , 2004). 
 
 
5.4. Caracte r í s t i c a s de las es pecies únicas y dominant e s . 
 
Las especi e s únicas son un compon e n t e mu y impor t a nt e de la micob i o t a endof í t i c a 
de gramí n e a s ; en las cuatr o espec i e s de gram í n e a s anali z a da s un 74% de las espec i e s de 
hongos fueron de este tipo. En cont ras t e con las especie s domi na ntes de la micobiota, las 
especi e s únicas poseen una baja tasa de transm i s i ó n . Esto podría debe r s e a facto r e s como 
una baja producción de inóc ulo, una capacidad de infect ar plantas en condiciones 
medioa mbi e n t a l e s muy particu l a r e s , una capacid a d de infect a r sólo a ciertos genotipos de 
la mis ma es pec i e huésp e d , o una baja efici e n c i a infecta n d o los hué spedes donde han sido 
identificadas. Algunos autores han sugeri do que el genotipo del hongo podría ser 
impor t a n t e para que una plant a pueda ser infec t a d a , de forma si mil a r a como suced e en 
algunas especies de hongos fitopató g e n o s (Petri n i , 1991; Arnold , 2007) . Recíp r o c a me n t e , 
los genotipo s de la planta huésped también podr ían afectar al resultad o de una inoculac i ó n ,  
Red man et al . (2001) observa r o n que un mis mo aislado de Colletotrichum magna podía 
comport a r s e como endofit o , patóge n o , o se r incapaz de infect a r sandí a o tomate , 
depend i e n d o del cultiva r  de la especie huéspe d .  En cone xión con esta posibilidad, hay que 
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ten e r en cuent a que esta tesi s se ha reali z a d o con especi e s silve s t r e s, en las cual es la 
variabilidad genética entre individuos probabl emente sea notable. Es posible que algunas 
especi e s únicas identi f i c a d a s en este estudi o pudiesen ser más o me nos exitosas si la 
variabil i d a d de su huésped fuese menor, como  por ejempl o en una varied a d culti v a d a .  
 
C o n la infor ma c i ó n dispo n i b l e no es posib le saber si las especies únicas son 
gener a l i st a s o tiend e n a estar espec i a l i z a d a s en  un solo huésped , para averigu a r l o habría 
que realiz a r experi me n t o s de inocula c i ó n . No obstant e , de to das las especies identifi c a d a s 
como únicas en cada hosped a d o r , 13 se encont r a r o n en otros hosped a d o r e s , y por lo tanto 
podrían consider a r s e generali s t a s .  
 
El 26% del las especies identificadas fuer on plurales. En este conjunto, un grupo de 
19 especies fueron abundant e s , con más de 10 aislado s y aportan d o el 54% de todos los 
aislados del estudio (Tabla 34). Estas espe cies podrían ser consideradas las especies 
dominantes de la micob i o t a de cada gramí n e a . A excepc i ón de una espec i e , Ascom y c e t e 
desconocido 1, aislad a de plantas de Ammophila arenaria, el resto de las especies 
domi n a n t e s se aisla r o n de más de un hospe d a d o r . Esto indica que las especi e s endofí t i c a s 
más abunda n t e s y por lo tanto con mayor cap aci d a d para infect a r planta s tambié n son 
gener a l i st a s , capac e s de infec t a r varia s espe ci e s de huésped e s . El domi nio de especie s 
gene r al i st a s en la compo s i c i ó n de la micob i o t a ha sido también descri to en otros estudios 
sobre especi e s simpát r i c a s (Seena y Sridar , 2004; Gange et al . , 2007; Wh ite y Backho u s e , 
2007).  
 
Ocho de las espec i e s domin a n t e s han sido aisla d a s de las 4 gramín e a s : Acremonium 
strictum, Alternaria sp. , Arthrinium s p . , Cladosporium s p ., Cordyceps bassiana, 
Penicillium s p . , Phaeosphaeria s p . , y  Podospora s p . (Figura 59; Tabla 34), por lo que 
podría mos consid e r a r que estas 8 especi e s son endofit o s comunes de gramíne a s . Alguna s 
de estas especi e s han sido identi f i c a d a s co mo endofi t o s comun e s en otras espec i e s de 
plantas (Fisher y Pe trini, 1992; Fisher et al ., 1992; Bills, 1996; Stone et al., 2004; Schulz y 
Boyle, 2005; Neubert et al . , 2006; White  y Backhouse , 2 007). Además estas especies 
domi n a n t e s son ubícua s en la naturale z a , encontrá n d o s e en sustrato s variados y siendo sus 
espora s muy comune s en el aire (De Hoog et al ., 2000; Pontón et al ., 2002). 
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F i g u ra 59.  Cultiv o s en PDA de las espe c ie s comu n e s a los 4 hosped ad or e s del estud io . A .  Acremonium 
strictum. B.  Alternaria sp . C .  Arthrinium sp. D.  Cladosporium sp . E.  Cordyceps bassiana . F.  Penicillium sp . 
G .  Phaeosphaeria sp . H .  Podospora sp .  
 
 
 
 
Ta bla 34.  Especie s de endo fito s domin a n te s del estud io, con más de 10 aisla d o s cada una, entr e las que se 
encuen t r an las 8 especi e s comunes a los 4 hosped a d o r es (neg ri t a ) . 
 
ESPECIE 
Dactylis 
glomerata
Holcus
lanatus
Ammophila
arenaria 
Elymus 
farctus 
TOTAL 
Alternaria sp .  1 4 62 66 91 233 
Cladosporium sp. 2 0 5 1 67 93 
Penicillium s p.  1 6 5 4 37 62 
Podospora s p.  1 2 17 7 16 52 
Acremonium sp .  - 16 11 22 49 
Epicoccum sp .  1 4 - - 33 47 
Aureobasidium pullulans - 2 2 27 31 
Acremonium strictum 1 7 4 6 2 29 
Curvularia inaequalis - 4 4 14 22 
Asco mycete descon o cid o 2847 - 22 - - 22 
Arthrinium s p.  1 7 - 13 21 
Helgardia sp . 1 8 - - - 18 
Cordyceps bassiana 3 4 8 2 17 
Drechslera s p . 5 - 2 10 17 
Phaeosphaeria s p.  1 0 1 2 4 17 
Preussia  australis - 2 14 - 16 
Microdochium bolleyi - 8 5 - 13 
Chaetomium sp .   2 2 7 11 
Leptosphaeria s p . B  - 3 8 - 11 
TOTAL 130 164 142 345 781 
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En el estudio de la mi cobiot a de Ammophila arenaria y Elymus farctus, dos 
gramí n e a s que crece n en simpa t r í a , el 25% de las espec i e s fuero n gene r a l i s t a s , encontr a d a s 
en ambos hospedad o r e s (Tabla 21, página 101). Consider a n d o la s cuatro gramíneas 
analiza d a s en este estudio la proporc i ó n de es pecie s genera l i s t a s se mantien e , el 26% de 
todas las especie s identi f i c a d a s se aislaro n en más de una especie hosped a d o r a (Figur a 60, 
apéndice 4). Sin embargo, no es posible estimar  cuantas de las 263 espe cies únicas podrían 
infecta r a más de una especie hospeda d o r a . 
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Figura 60.  Distribució n de las 356 especies endofíticas id entificad as en las cuatro gramíneas según el 
núme r o de hosp e d ado r e s del que han sido aisla d a s . 
 
 
 
Al estima r s e la simil i t u d entre el conju n t o de espec i e s aisla d a s de los cuatr o 
huésp e d e s del estudi o (Tabl a 35), siendo mayor e s las difer e n c i a s entre la simil i t u d de 
Ammophila arenaria y Elymus farctus ( J = 0,252 ) , mient r a s que las menore s media s fuero n 
obtenidas  e n t r e  Holcus lanatus y Elymus farctus ( J = 0,087) , l o que puede impli c a r que la 
influencia de la distancia geográfica es posib l e me n t e un facto r más impor t a n t e en la 
compo s i c i ó n de la micob i o t a que el nivel de prefere n c i a de los hongos por uno u otro 
hosped a d o r .  
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Ta bla 35.  Similit u d estima d a median t e el índice de Jaccar d , de las micob i o t a s de las 356 espec i e s de 
endofitos iden tificadas en el estudio y ai sladas de las 4 especies de gramíneas: Dactylis glomerata (Dg) , 
Holcus lanatus (Hl), Ammophila arenaria (Aa) y Elymus farctus (Ef) . 
 
 
  D g (114) b  Hl (208) Aa (75) Ef (54 )
Ef 0 ,0 91 (14) a 0 ,0 87 (21) 0 ,2 52 (26)   
A a 0 ,0 92 (16) 0 ,1 05 (27)    
Hl 0 ,1 22 (35)     
D g         
 
N ot a . a Númer o de espe c ie s en comú n entr e ambo s hosp edad or e s . b Nú me r o 
de especies observad as.      
 
 
 
5.5. Especificidad de órganos.  
 
La identificación de especies endofíti c a s específi c a s de ci ertos órganos de la planta 
se compli c a debido al elevad o núme r o de especi es únicas. No obstante, en algunos trabajos 
se ha comp a r a d o la micob i o t a de disti n t o s órgano s y se ha observa d o que la tasa de 
coloniz a c i ó n y la comp osi c i ó n taxonó mi c a de  la micobiota varía entre órganos; algunas 
especies están presente s en varios órganos, mien t r a s que otras está n limi t a d a s a raíce s , 
tallos u hojas (Suryanarayanan y V ijaikr i s h n a , 2001; Kuma r y Hyde, 2004). 
 
En las gramíneas de este estudio hay una seríe de endofitos de los cuales se han 
obteni d o má s de 5 aislad o s en un solo tipo de órgano (Tabla 36), estos hongos podría n ser 
órgano - e s p e c í f i c o s . Sin embarg o , alguno s hongos ai slad o s sólo de rizoma s u hojas en una 
especie, fueron hallados en otros órganos en otra especie ; este es el caso de Acremonium 
sp. B y Microdochium  sp. en Ammophila arenaria y Elymus farctus. También es 
inter e s a nt e el caso de Epichloë clarkii , del cual se obtuvieron 3 aislados de hojas y 1 de 
raíces de Holcus lanatus;  los endofi t o s del género Epichloë , que han sido relativ a me n t e 
bien estudi a d o s , supues t a me n t e sólo  infect a n órgano s aéreos (Schar d l et al . , 2004), pero al 
parece r podría haber excepc i o n e s . 
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Ta b la 36 . Especies endo fíticas represen tadas por 5 ó más ai slad o s y que fueron encon trad as en un solo tip o 
de órgan o. 
 
ESPECIE Nº AISLA DO S TEJ IDO 
PLAN TA 
HUÉSP ED 
Chaetomium globosum 8 Hoja s Aa, Hl 
Epicoccum nigrum 8 Hoja s Dg, Aa, Ef 
Gaeumannomyces cylindrosporus 8 Raíces/rizo mas Aa, Ef, Hl 
Hypoxylon sp.  5 Hoja s Ef 
Leptosphaeria s p . B  1 1 Raíces/rizo mas Aa, Ef, Hl 
Microdochium phragmitis 6 Hoja s Dg 
Nigrospora oryzae 6 Hoja s Aa, Hl 
Periconia macrospinosa 5 Raíces/rizo mas Dg, Hl 
Ulocladium sp. 5 Hoja s Dg, Hl 
Asco mycete descon o cid o 1 (28 29)  7 Hoja s Hl 
Nota . Hospe d a d o r e s: Ammophila arenaria (Aa), Dactylis glometata (Dg), Elymus farctus 
( E f ) y  Holcus lanatus (Hl).  
 
 
Dentro del grupo de las espe cies generalistas, que ha n sido aisladas de los 4 
huéspede s del estudio, están incluída s las es pecies más abundantes, y de éstas un grupo de 
8 especie s fueron comu nes a parte aérea y subt errá n e a de las plantas, siendo el nº de 
aislado s de hojas en las 8 especie s mayor que  el de raíces (Tabla 37). Esta mic obi o t a 
domi n a n t e compr e n d e el 37% de los aislad o s totale s de hojas, y el 11,3% de las raíces. 
 
 
Ta b la 37. T a xo n es más abund a n te s aisla do s de hojas y raíce s de los 4 hosp e d ado r e s del estu d io . En negr ita se 
destacan las especies comunes a ambas partes de la plan ta.  
 
ESPECIES  
DE HOJA S 
Nº  
AISLA DO S
ESPECIES  
DE RAÍC ES 
Nº  
AISLA DO S 
Alternaria sp .  1 93 Alternaria sp .  4 0 
Cladosporium s p .   8 5 Penicillium s p.  2 3 
Penicillium s p.  3 9 Acremonium sp .  1 9 
Epicoccum s p.   3 8 Podospora s p.  1 8 
Podospora s p.  3 3 Microdochium bolleyi  1 2 
Acremonium sp .  3 0 Leptosphaeria s p . B         1 1 
Aureobasidium pullulans 2 9 Epicoccum s p.   9 
Acremonium strictum 2 3 Cladosporium s p .   8 
Asco mycete descon o cid o 2847 1 9 Helgardia sp .  7 
Arthrinium sp.   1 8 Acremonium strictum 6 
Curvularia inaequalis          1 6 Curvularia inaequalis     6 
Cordyceps bassiana 1 5 Drechslera s p .  5 
TOTAL 538 TOTAL 164 
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En lo que respecta a las dife re n c i a s cuant i t a t i v a s entre la  micobiota de los distintos 
órgan o s , la difer e n c i a en rique z a numé r i c a de espec i e s entre hojas y rizoma s no fue 
estadí s t i c a m e n t e signif i c a t i v a en Ammophila ni en Elymus, ni tampoco lo fue la diferencia 
en númer o de espec i e s entre la mi cobio t a de hojas y de raíces de Holcus . Este result ad o es 
sorprendente, pues sugiere que la diversidad de inóculo efectivo podría  ser similar en el 
aire y bajo tierra. Es posible que aun habiendo inóculo más di verso y abundante en el aire, 
las condic i o n e s para la inocul ación de algunas especies sean mejores bajo tierra. Esta 
situaci ó n podría explica r el motiv o por el cual en Tripterygium wilfordii  se haya observado 
un mayor porcentaje de colonización en hojas que  en raíces, pero que la diversidad de 
especie s sea similar en ambos tejido s (Kumar  y Hyde, 2004), o que se haya observado que 
la riqueza y abundancia de especies era mayor en raíces subterrá n e a s  que en raíces aéreas 
de Ficus benghalensis (Suryanarayanan y Vijaikrishna, 2001). 
 
Sin embargo, los resultad o s del estudio de Holcus, Ammophila y Elymus sugieren 
que cualit a t i v a me n t e la micobi o t a aérea es distin t a de la subter r á n e a . En estas plant a s se 
observ ó que al compar a r distin t a s locali da d e s , la micobio t a foliar presen t a b a un grado de 
simil i t u d mayor compa r a d a con la subte r rá n e a . El hecho de que el inóculo disper s a d o por 
vía aérea tenga mayore s posibi l i d a d e s de acce d e r a disti n t a s local i d a de s que el inócu l o 
produci d o bajo tierra podría explicar este resultado.  
 
 
5.6. Estacionalidad. 
 
L a s plantas de este estudio fueron mues tr e a d a s a lo largo de los años 2003, 2004, 
2005 y 2006, en diferen t e s épocas del año. En ge nera l , el número mayor de especi e s por 
planta se observ ó en las muestr a s recogi d a s en invierno (Figur a 61, apéndice 5). Las 
especi e s aisla d a s en cada estaci ó n viene n refle j a d a s en el Apéndi c e 6. Es posibl e que ésto 
esté relacionado con la edad de  las plantas, ya qu e en invie r no las pl antas han alcanzado su 
máxi mo tiemp o de expos i c i ó n al  inócul o , o tambié n puede ser debido a que la expans i ó n de 
endofit o s previame n t e present e s en la planta ha ya llegado a su máxi mo. Es conocido que la 
incide nc i a de infecc i o ne s endof i t i c a s aume n t a con la edad de las planta s (Rodri g u e s , 1996; 
Arnold et al ., 2003). De las 356 especies de endofito s identifi c a d o s , solame nt e 19 se 
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ais l a r o n en las 4 estaci one s del año (Tabl a 38),  encontrándose dentro de estas 19 espec i e s 
las especie s genera l i s t a s y 14 de las especie s más abundan t e s del estudio .  
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Figura 61 . Número medio de especies endofíti c a s identificadas en cada plan ta según la 
estac ió n del año en que se recog ier on las muestr a s .  
 
 
 
Ta bla 38.  Especies identificad as en las 4 estaciones del año. 
 
ESPECIE 
Acremonium strictum Gaeumannomyces cylindrosporus   
Acremonium sp .  Leptosphaeria s p .  
Altenaria sp .   Microdochium bolleyi  
Aureobasidium pullulans  Neofabraea alba 
Chaetomium sp .   Penicillium sp .  
Cladosporium s p .   Pestalotiopsis  sp.  
Coniothyrium cereale  Phaeosphaeria s p .   
Curvularia inaequalis Phialemonium dimorphosporum 
Drechslera sp.  Podospora sp .   
Epicoccum sp .    
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5.7. Función ecológica de las especies endofíticas. 
 
En este estudio se han aislado varias especies de endofito s conocido s como 
patóge n o s de planta s (Tabla 39), entre los que se incluyen patógenos específicos de 
gramí n e a s , patóg e n o s poten c i a l e s de cerea l e s , y de otros culti v o s . Solame n t e el 4% de las 
especi e s que ya habían sido descri t a s previa me n t e como patóge n o s de estas 4 planta s por 
Farr y colabo r a d o r e s (1989) han si do aisla da s en el prese n t e estudio (Tabla 40), por lo que 
sólo un pequeño porcent aje de los endofitos parecen ser patógenos. Drechslera, Fusarium  
y Phaeosphaeria  podría n ser más espec í f i c o s de gramín e a s , ya que han sido 
frecu e n t e me n t e aisla d os como patóg e n o s en  muchas especies de gramínea s (Farr et al ., 
1989). Otros géneros frecuentes como pat ógen o s de  gramíne a s han sido poco 
represe n t a d o s ( Ustilago , un único aislado) .  
 
 
Tabla 39.  Espec ie s de endof ito s iden tif ic a do s en el estud io prev iamen te cono c id as como fitop a tó g en a s. 
 
 
Nota . Las espe ci e s marc a da s con un aste r i sc o (*) ha n sido descrit a s como patógen o s de gramíne a s 
(Farr et al., 1989). 
 
 
 
 
E S P E C I E S PATÓGENAS DE PLAN TAS 
Acremonium strictum Drechslera dactylidis*  Macrophomina phaseolina* 
Acremonium sp .  Drechslera sp.  Microdochium bolleyi* 
Alternaria alternata* Epichloë clarkii* Microdochium s p . 
Alternaria citri Epichloë typhina *  Nigrospora s p . 
Alternaria sp .  Epicoccum nigrum* Penicillium sp . 
Anthostomella eucalyptorum Epicoccum sp .* Periconia macrospinosa* 
Ascochyta s p .* Fusarium culmorum* Phaeosphaeria avenaria* 
Aspergillus niger Fusarium equiseti* Phaeosphaeria nodorum 
Aspergillus sp .* Fusarium oxysporum* Phoma terrestris* 
Aureobasidium pullulans Fusarium poae* Phoma sp . * 
Botryosphaeria dothidea* Fusarium sporotrichioides* Plectosphaerella cucumerina 
Chaetomium sp . Fusarium sp . * Stagonospora arenaria* 
Cladosporium s p . Gaeumannomyces graminis* Stagonospora s p . * 
Cochliobolus sativus* Gibberella avenacea* Stemphylium sp .* 
Colletotrichum gloeosporioides Glomerella graminicola* Trichoderma viride 
Colletotrichum s p . Helgardia sp . Trichoderma sp .  
Coniochaeta ligniaria Laetisaria arvalis* Ulocladium s p . 
Coniothyrium cereale Laetisaria sp . Ustilago sp . * 
Cryptococcus sp . Leptodontidium orchidicola Valsa sordida 
Curvularia inaequalis* Leptosphaeria s p . Xylaria sp.  
Drechslera biseptata* Leptosphaerulina s p .  
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Ta bla 40.  Especie s identi f i c ad a s en el estudio que eran  prev iamen te conocid a s como patóg eno s de estas 
gramí n e a s (Farr et al., 1989 ).  
 
H O S P ED A D O R 
Nº PATÓGEN O S
( F a r r et al., 198 9) 
ESPECIES 
PATÓGENAS 
GÉNEROS 
PATÓG EN OS 
Dactylis glomerata 6 8 Drechslera biseptata 
Drechslera dactylidis 
Drechslera sp.  
Epichloë typhina 
Fusarium culmorum 
Fusarium poae 
Fusarium  sp.  
Stagonospora arenaria 
Ascochyta 
Drechslera 
Epichloë 
Fusarium 
Microdochium 
Periconia 
Phaeosphaeria 
Phoma 
Stagonospora 
Ustilago 
Holcus lanatus 2 5 Cochliobolus sativus 
Gaeumannomyces graminis 
Phoma terrestris 
 
Cochliobolus 
Drechslera 
Collatotrichum 
Gaeumannomyces 
Microdochium 
Phoma 
Ammophila sp . 
 
2 6 Altenaria sp. 
Lophodermium sp. 
Altenaria 
Lophodermium 
Elymus sp.  1 37 Microdochium bolleyi 
 
Acremonium 
Cladosporium 
Curvularia 
Drechslera 
Leptosphaeria 
Microdochium  
Phaeosphaeria 
 
 
También se aislaro n endofi t o s pa tóge n o s de insecto s como Cordyceps bassiana , 
Fusarium sp ., Metarrhizium anisopliae , Paecilomyces s p . y  Torrubiella confragosa 
( = Verticillium lecanii ) (Figura 62) , q u e son alguna s de las especi e s más import a n t e s de 
hongos entomopatógenos (López y Hans Börje, 2001). Estos hongos entomopatógenos 
poseen extrema importa n c i a en el control de ec topa r á si t os , ademá s de poseer la capaci d a d 
de sintet i za r toxi n a s (dext r u x i na s , deme t i l d e s t r uxi n a y protode x t r u xi n a ) , impo r t a n t e s para 
la posible síntesi s de product o s quími co s de ba ja toxic i d a d y de elev ada acción insect i c i d a , 
acari c i d a y nemati c i d a . Por lo tant o, la ut iliza c i ó n de hongos entomop a t ó g e n o s para el 
control de insecto s es una alterna t i v a viable  desde el punto de vista econó mi c o , ademá s de 
poder realiz a r s e progra ma s de contro l de inse ctos con estos hongos para seleccionar razas 
patogé n i c a s y virule n t a s adapta da s a condic i o ne s ecológ i c a s especí f i c a s (Zabal g o ge a z c o a 
et al ., 2008b). La mayoría de lo s hongos entomopatógenos conoc idos hasta la actualidad 
habían sido aislad o s de muestr a s de tierra , por lo que es intere s a n t e conoce r que pueden 
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presen t a r también un ciclo endofíti c o , pudiendo llegar a ser beneficios os para las plantas 
que los alberga n . 
 
 
 
Figura 62.  Fotografí a s a microsco p í a óptica de algunas de las especies de hongos 
entomo p a t ó g en o s aislad a s en el estudio . A. Cordyceps bassiana . B. Fusarium sp . C .  Paecilomyces 
s p . D .  Torrubiella confragosa .  
 
 
 
De la mayor í a de gramí n e a s anali z a d a s se obtuvo un núme r o elevado de aislados 
perte ne c i e nt e s a géner o s cosmo p o l i t a s como  Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, 
Epicoccum, Fusarium, y  Penicillium. E s t o s géner o s son frecue n t e s en el ambien t e , 
encont r á n d o s e un alto número de esporas en el aire, y causan d o import a n t e s proble ma s de 
alergias (Gravesen, 1979, 1994; Miller, 1992),  p r i n c i p a l me n t e espec i e s como Aspergillus 
fumigatus, Aspergillus niger , Aspergillus versicolor, Aureobasidium pullulans , 
Cladosporium cladosporioides, Fusarium culmorum, Leptosphaeria s p ., Nigrospora s p ., 
Paecilomyces s p ., Penicillium brevicompactum, Penicillium chrysogenum  y Phoma s p . 
(Ponto n et al., 2002) (Figura 63) . Ade má s , los edifici o s contami n a d o s son, hoy en día, una 
A 
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B 
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de las tres causas princ i p a l e s de enferme d a d e s por hongos en países industr i a l i z a d o s 
(Hunt e r et al., 1988; Rowan et al ., 1999; Miller et al ., 2000). Por lo tanto, algunos de los 
endofit o s más comunes produce n alergia s , por lo que ya sabemos que es tos hongos pueden 
ser una fuente de nuevas especi e s que produ z c a n enfer me d a d e s respi r a t o r i a s . 
 
 
F ig u ra 63. Fo to gr a f ías a micro s co p ía óptic a y de cultiv o s en PDA de algun a s de las espec ie s de hongo s 
que son frecue n t e s en el ambien t e . A .  Aspergillus niger . B.  Aureobasidium pullulans. C .  Fusarium 
culmorum . D.  Nigrospora sp. E.  Penicillium brevicompactum . F.  Phoma s p .  
 
 
 Otras de las especie s aislada s son im port a n t e s debido a que produc e n metabo l i t o s 
secun d a r i o s impor t a n t e s para la indust r i a y la salud humana, ya que son productoras de 
enzima s ( Aspergillus niger, Gliomastix murorum ) , o potenc i a l me n t e produc t o r a s de 
micoto x i n a s (Tabla 41), y de substa n c i a s antimi c r o b i a n a s . 
 
A d e má s , varios géneros como Acremonium,  Fusarium, y  Trichoderma, produc e n 
tricotec e n o s , toxinas inhibido r a s de la síntesis de proteínas en  las célul a s de ma mí f e r os . Se 
han detect a d o cuatro tricot e c e n o s como cont ami n a n t e s natura l e s : toxina T-2, nivale n o l , 
desoxini v a l e n o l (DON), y diacetox i s c i r p e n o l . El desoxini v a l e n o l  es el más común, pe ro el 
menos tóxi c o y su toxina es produc i d a por Fusarium culmorum, F. poae y F. 
sporotrichoides, especies patógenas vegetales, como la enfer medad del brote de golpe 
blanco del trigo causada por F. culmorum ( Wi e s e , 1987) . 
BA C
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Ta bla 41.  Especies de hongos  produ ctor as de mico to x in as  y comp u esto s antimicr o b iano s .  
 
ESPECIES DE 
HONGOS  M I COTOX I NA S PRODU CID AS REFE R EN C IA S  
Acremonium sp . T r ico te c en o s  Man tle, 199 1  
Moss, 1991  
Smith y Hend er son , 199 1  
Alternaria citri Ácido tenu azón ico , Alte rn ario l, Glio tox in as Ander s e n et al. 2002 
Chen et al., 199 7 
Pitt,1 99 7 
Aspergillus 
fumigatus 
Fumag ilin a, Fumig aclav in as, Fumitre mo r g in a A y 
B, Glio to x in a s , Verru c u ló g eno , Virid ito x in a 
Buller man , 199 7  
Chen et al., 199 7 
Hock ing , 199 7  
Pitt,1 99 7 
Aspergillus niger Á c ido oxálico Aflatox in a s B1, B2, G1, G2, 
Malf o r min a , Ocra tox in a A  
Aspergillus terreus Citreo v irid in a, Citrin in a, Citro v irid in a, Territrem 
B1 
Man tle, 199 1  
Moss, 1991  
Smith y Hend er son , 199 1 
Buller man , 199 7  
Chen et al., 199 7 
Doyle et al. , 1997  
Heenan et al. 19 98 
Hock ing , 199 7 
Pitt,1 99 7 
Aspergillus 
versicolor 
Ácido ciclop iazo n ico , Esterigmato cistin a  Ch en et al., 199 7 
Buller man , 199 7   
Hock ing , 199 7  
Pitt,1 99 7 
Chaetomium 
funicola 
Chaetog lob in as 
Chaetomium 
globosum 
Q u e to g lo bo s ina 
Cordyceps sp.  Cordicepina 
Eurotium 
amstelodami 
Esterig mato cistin a  
Man tle, 199 1  
Moss, 1991  
Smith y Hen der son , 1991 
Chen et al., 199 7 
Pitt,1 99 7 
 
Fusarium 
culmorum 
Acetoxyscirpen edio l, Acetyld eox yn iv alenol, 
Acetyln e o so lan io l, Aven ac e in a , Beauv e r ic in a, 
Butenolide, Deacetylcalonectrina, Desoxinivalenol, 
Fructige n in a , Fumonisi n a B1, Ipomea n i n a , 
Lateritina, Moniliformina, Monoacetato de 
deoxiniv alenol, Monoacetoxis cirpenol, Neosolanio l, 
Niva leno l, Samb u c in in a , Scir p en tr io l, Toxin a acetil 
T-2, Toxin a HT-2 , Toxin a HT-2 , Toxina NT-1 , 
Toxina NT-2, Toxina T- 1, Triacet o x i s c ir p en d i o l , 
Y a v an ic in a , Zeara le no n a 
Fusarium equiseti Acetoxyscirpen edio l, Acetyld eox yn iv alenol, 
Acetyln e o so lan io l, Aven ac e in a , Beauv e r ic in a, 
Butenolide, Deacetylcalonectrina, 
Diacetoxiscir penol, Moniliformina, 
Monoac e t o x i s cir p en o l , Nivale n o l , Sambuc i n i n a , 
Scirp en trio l, Tox in a acetil T-2 , Tox ina HT-2, 
Toxin a NT-1 , Toxin a NT-2 , Toxin a T-1, Toxin a T-
2,  Triac e to x i sci r p en d io l , Y av a n i c i n a, Zearal e n o n a 
Smith y Hend er son , 199 1 
Chen et al., 199 7 
Buller man , 199 7  
Doyle et al., 1997  
Pitt,1 99 7 
Logrieco et al., 1998  
Desj ard in s y Pro cto r , 200 1 
Leslie y  S u mmer ell, 200 6 
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Ta bla 41. Contin u ación . 
 
ESPECIES DE 
HONGOS  M I COTOX I NA S PRODU CID AS REFE R EN C IA S  
Fusarium equiseti A c e tox ys c ir p en e d io l, Acetyld e o x yn iv a len o l, 
Acetyln e o so lan io l, Aven ac e in a , Beauv e r ic in a, 
Butenolide, Deacetylcalonectrina, 
Diacetoxiscir penol, Moniliformina, 
Monoacetoxiscirpenol, Nivalenol, Sambucin ina, 
Scirp en trio l, Tox in a acetil T-2 , Tox in a HT-2 , Tox in a 
NT-1 , Toxin a NT-2, Toxin a T-1, Toxin a T-2,  
Triaceto x i s c i r p e n d io l , Y a v an ic in a , Zear a le no n a 
Fusarium 
oxysporum 
A c e tox ys c ir p en e d io l, Acetyld e o x yn iv a len o l, 
Acetyln e o so lan io l, Aven ac e in a , Beauv e r ic in a, 
Butenoli d e , Deacetyl c a l o n e c t r i n a , Monilifo r min a , 
Monoacetoxiscirpenol, Nivalenol, Sambucin ina, 
Scirp en trio l, Tox in a acetil T-2 , Tox in a HT-2 , Tox in a 
NT-1 , Toxin a NT-2, Toxin a T-1, Yavan ic in a , 
Zearalenona 
Fusarium poae Desoxinivalenol, Diacetox is c i r p en o l , Fumon i s i n a 
B1, Nivalenol, Toxina T-2, Tricotecenos 
Fusarium solani En iatin as, Neo so lan io l, Samb u cin in a, Scirp en trio l, 
Toxin a NT-2, Toxin a T-1, Toxin a T-2  
Fusarium 
sporotrichoides 
Butenolido, Desoxinivale nol, Diacetoxys cirpenol, 
Mon iliformin a, Neo so lan io l, Niv aleno l, Territrems, 
Toxina T-2, Tricot ecenos, Zearalenona 
Fusarium 
subglutinans 
Bo v ericin a, Fusap ro liferin a, Mon iliformin a 
Fusarium 
verticilloides 
F u mo n is in a s  
Fusarium sp .  T r ico te c en o s  
Smith y Hend er son , 199 1 
Chen et al., 199 7 
Buller man , 199 7  
Doyle et al., 1997 
Pitt,1 99 7 
Logrieco et al., 1998  
Desj a rd in s y Proc to r ,20 01 
Leslie y  S u mmer ell, 200 6 
 
Gliomastix 
murorum 
T r ico te c en o s  
Macrophomina 
phaseolina 
E s l a f r a min a  
Myrothecium  sp.  T r ico te c en o s  
Man tle, 199 1  
Moss, 1991  
Smith y Hend er son , 199 1 
Chen et al., 199 7 
Pitt,1 99 7 
  
Penicillium 
brevicompactum 
Ácido mico fenó lico  
Penicillium 
canescens 
Griseo fu lv in a, Pen itrem A 
Penicillium 
citrinum 
Citrin in a, Aflato x in as B1, B2, G1 y G2  
Penicillium thomii Ácido pen icílico  
Penicillium 
virgatum 
Glio tox in as  
Bu ller man , 199 7   
Chen et al., 199 7 
Pitt,1 99 7 
Phoma herbarum Citocalasinas  
Phoma exígua Ácido tenu azón ico 
Trichoderma viride Satratox in as F, G, y H; Tricodermin a 
Trichoderma sp .  T r ico te c en o s 
Man tle, 199 1  
Moss, 1991  
Smith y Hender son , 199 1 
Chen et al., 199 7 
Pitt,1 99 7 
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Los resultad o s obtenido s en es te estudio indica n que el núme r o de especies fúngicas 
asocia d a s a gramín e a s es muy elevad o . En vist a de la impor t a n c i a que tienen algunas de 
estas especi e s para el homb re, debido a sus característi cas y a las actividades que 
desempe ñ a n , el estudio de los hongos asociad o s a gramín e a s silves t r e s repres e n t a una 
fuente de recurso s para la búsqued a de posib les agentes de control biológico de patógenos 
y plagas de planta s , o de produc t o s farmac o l ó g i c o s como substa n c i a s antimi c r o b i a n a s . 
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1.  L a infec c i ó n por hongo s endof í t i c o s es un h echo extre ma d a m e n t e común en gramí n e a s . 
En este estudio, más del 90% de  las planta s anali z a d a s esta ban infectadas por endofitos. 
Esta ubicuidad sugiere que se trata de una asociac i ó n ecológi c a y evoluti v a me nt e 
establ e .  
2.  L a micobiot a endofíti c a de las gramínea s es tudiadas se caracteriza por una enorme 
diversidad de especies. En este trab aj o se identi f i c a r o n 356 especi e s de hongos , 
aisla d a s de 4 espec i e s de gramí n e a s adapt a d a s a disti nt o s hábit a t s .  
3.  El 24% de las especies aisladas no ha n podido ser identifi cadas por métodos 
morfol ó g i c o s ni molecu l a r e s , no pudien d o ser incluido s en ninguna de las especies de 
hongos descrita s hasta la fecha. Estos result ad o s sugieren que estos aislados pueden 
constituir nuevas especies de hongos. 
4.  L a micobiot a endofíti c a de cada gramínea anal izad a se caracter i z a por la desigualdad 
en la riquez a de aisl ad os de cada especi e , con la mayorí a de especi e s repr es e n t a d a s por 
uno o pocos aislados, y un reducido número de  especie s domi na n t e s , con más de 10 
aisla d o s . La mayor í a de las espec i e s domi n a n t e s son general i s t a s , capaces de infecta r a 
más de un hospeda d o r , y a más de un órgano de la planta. 
5.  A pesar de la enorme divers i d a d de especi e s detect a d a , las curvas de acumul a c i ó n de 
especi e s no asintót i c a s indic a n  que un incre me n t o del númer o de plantas o localida d e s 
anali z a d a s , lleva r í a a la id entif i c a c i ó n de más especie s endofí t i c a s . Sin embarg o , las 
curvas de acumulac i ó n de las especies plur ales, indican que la mayoría de especies 
endofí t i c a s que comúnme n t e infect a n a estas gramín e a s , han sido aislad a s e 
identi f i c a d a s en el estudi o .  
6.  L a diferenc i a en la composic i ó n de la mic obiota de distintas plan ta s o locali da d e s , es 
un factor de primer orden para explica r la diversi d a d biológ i c a de la micobio t a 
endof í t i c a . 
7.  L a ident i fi ca c i ó n molecul a r de aislad o s media n t e la secuen c i a c i ó n parcial de una única 
cadena del replicón obtenido de la región ITS1 -5.8S rRNA- ITS2, es tan fiable para la 
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ide n t i f i c a c i ón como la secue n c i a compl e t a , por lo que podemos afirma r que es un 
método satisfac t o r i o para trabaj os en los cuales se anali ce un gran número de aislados. 
8.  N o se han observ a d o difer e n c i a s numé r i c a s entre hojas y raíces en la micobi ot a 
endof í t i c a de Holcus lanatus, Ammophila arenaria o Elymus farctus , pero sí se han 
encont r a d o difere n c i a s cualit a t i v a s en la comp os i c i ó n de especi e s de cada órgano , 
según la distan c i a entre las locali d a d e s en  que fueron recogi d a s las planta s . Esto 
implica que las diferen c i a s en la micobio t a pueden corresponderse a la local i da d donde 
crece n las plant a s , debi do proba b l e me n t e a la  ausenc i a o presen c i a de los hongos en un 
lugar deter mi n a d o . 
9.  Ú n i c a me n t e el 4% de las especi e s identi f i c a d a s como endofit o s en este estudio son 
especi e s patóge n a s previa me n t e descri t a s en estas 4 gramín e a s , lo que implic a que los 
patóge n o s latent e s sólo repres e nt a n una pe queña fracci ó n de la micobi o t a endofí t i c a .  
10.  Varios géneros de potenciale s patógenos de cultivos de cer eale s fueron aislad o s de 
plant a s asint o má t i c a s de Dactylis glomerata y  Holcus lanatus ,  p o r lo que éstos  podrían 
actuar como hospedadores alternativos y re servorios de patógenos potenciales de 
cultiv o s .  
11.  L a revisión global de este tr abajo y el estudio de sus ai slados sugiere que un núme r o 
signif i c a t i v o de estos hongos endofí t i c o s puede desempe ñ a r múltip l e s roles ecológi c os , 
desde patóge n o s débile s o latent e s , saprof i t o s latent e s , patóge n o s de insect o s y de otros 
anima l e s , o descomp o n e d o r e s de madera , ha sta hongos product o r e s de micotox i n a s y 
de sustanc i a s antimi c r o b i a n a s , pudien d o se r los endof i t o s desco n o c i d o s una impor t a n t e 
fuente de nuevos comp ue s t o s antimi c r o b i a n o s , por lo que la transce n d e n c i a ecológi c a 
de este grupo de organism o s es notable. 
12.  E s t e estud i o ha permi t i do ampli a r el conoc i mi e n t o sobre las espec i e s de hongo s que 
pueden actuar como endofit o s en plantas , y sus posible s implic a c i o n e s ecológ i c a s , 
creand o un recurs o inesti ma b l e para futuro s trabaj o s en compar a c i o n e s evolut i v a s , 
estu d i o s genó mi c o s , anál i s i s de los meca n i s mos de virul e n c i a y otras áreas relac i o n a das 
con la investigación de hongos endofíticos. 
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Apéndice 1.  Especies identificadas en el es tudio, agrupadas en función del grupo 
taxon ó mi c o del reino Fungi al que pertene c e n . 
 
A SC OM YC ET E S 
Acremonium alternatum Cladosporium cladosporioides Engyodontium album 
Acremonium cyanophagus Cladosporium oxysporum Epichloë clarkii 
Acremonium strictum Cladosporium sp. Epichloë typhina 
Acremonium sp. A  Cochliobolus sativus Epicoccum nigrum 
Acremonium sp. B  Cladosporium sp. Epicoccum sp .  
Acremonium sp . C  Cochliobolus sativus Eupenicillium sp. 
Acremonium sp . D  Colletotrichum gloeosporioides Eupenicillium tropicum 
Acremonium sp . E  Colletotrichum trichellum Eurotium amstelodami 
Acremonium sp .  Colletotrichum s p . Eutypella cerviculata 
Alternaria citri Coniochaeta ligniaria Fimetariella rabenhorstii 
Alternaria sp .  Coniochaeta sp.  Fusarium culmorum 
Anthostomella eucalyptorum Coniothyrium cereale Fusarium equiseti 
Arthrinium sp.  A  Cordyceps bassiana Fusarium poae 
Arthrinium s p . B  Cordyceps sinensis Fusarium solani 
Arthrinium sp.  Creosphaeria sassafras Fusarium sporotrichioides 
Ascochyta s p . Cryptodiaporthe salicella Fusarium subglutinans 
Aspergillus fumigatus Cryptosporiopsis s p . Fusarium tricinctum 
Aspergillus niger Curvularia inaequalis Fusarium sp . A  
Aspergillus terreus Cyathicula sp . Fusarium sp .  
Aspergillus tubingensis Cylindrotrichum sp.  Gabarnaudia sp . 
Aspergillus versicolor Dactylaria sp.  Gaeumannomyces cylindrosporus
Aureobasidium pullulans Davidiella tassiana Gaeumannomyces graminis 
Auxarthron conjugatum Debaryomyces  hansenii Gibberella avenacea 
Biscogniauxia mediterranea Diaporthe melonis Glarea sp .  
Botryosphaeria australis Diaporthe viticola Gliomastix murorum 
Botryosphaeria dothidea Didymella bryoniae Glomerella graminicola 
Calycina herbarum Discostroma sp . Glomerella lagenaria 
Chaetomium funicola Discula quercina Glomerella sp . 
Chaetomium globosum Drechslera andersenii Gnomonia petiolorum 
Chaetomium sp . A  Drechslera biseptata Guignardia philoprina 
Chaetomium sp . B  Drechslera dactylidis Helgardia anguioides 
Chaetomium sp . C  Drechslera erythrospila Helgardia sp . 
Chaetomium sp . D  Drechslera sp. A  Helicosporium pallidum 
Chaetomium sp . E  Drechslera sp. B  Hormonema sp.  
Chaetomium sp .  Drechslera s p . Hypoxylon fuscum 
Chaetosphaeria sp .  Embellisia s p . Hypoxylon sp.  
Chloridium sp.  Emericellopsis s p .  Kabatiella  sp.  
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A p é n d i c e 1.  Continuac i ó n . 
 
A SC OM YC ET E S  
Lachnum pygmaeum Periconiella  sp.  Preussia isomera 
Lachnum sp . Pestalotiopsis s p . A  Preussia minima 
Leptodontidium orchidicola Pestalotiopsis s p . B  Preussia sp . 
Leptodontidium sp . Petriella guttulata Pseudeurotium bakeri 
Leptosphaeria microscopica Phaeosphaeria avenaria Pyrenochaeta  sp.  
Leptosphaeria s p . A  Phaeosphaeria luctuosa Sagenomella  sp.  
Leptosphaeria s p . B  Phaeosphaeria pontiformis Sarea  sp.  
Leptosphaeria s p . C  Phaeosphaeria sp. A  Schizothecium sp. 
Leptosphaeria s p . Phaeosphaeria sp. B  Sordaria macrospora 
Leptosphaerulina chartarum Phaeosphaeria  sp. C  Sordaria fimicola 
Lophiostoma sp.  Phaeosphaeria  sp. D  Sporormia subticinensis 
Lophodermium s p . Phaeosphaeria  sp. E  Stagonospora arenaria 
Macrophomina phaseolina Phaeosphaeria s p .  Stagonospora  sp . A  
Microdochium bolleyi Phaeoacremonium rubrigenum Stagonospora s p . B  
Microdochium nivale Phialemonium dimorphosporum Stagonospora s p .  
Microdochium phragmitis Phialocephala scopiformis Stemphylium solani 
Microdochium s p . Phialocephala s p .  Sydowia polyspora 
Minimidochium sp . Phialophora alba Thielavia  sp.  
Myrothecium sp . Phialophora  sp. A  Torrubiella confragosa 
Mycoarthris corallinus Phialophora  sp. B  Tolypocladium cylindrosporum
Neofabraea alba Phoma exigua Trichocladium opacum 
Nigrospora oryzae Phoma herbarum Trichocladium s p . 
Nigrospora s p . Phoma pinodella Trichoderma viride 
Oidiodendron s p . Phoma terrestris Ulocladium sp. 
Paecilomyces carneus Phoma sp . Valsa fabianae 
Paecilomyces lilacinus Phomop sis amygdali Valsa sordida 
Paecilomyces sp . Phomopsis columnaris Valsa sp .  
Penicillium brevicompactum Phomopsis sp . A  Verticillium nigrescens 
Penicillium canescens Phomopsis sp . B  Verticillium sp.  
Penicillium citrinum Phomopsis sp . C  Volutella ciliata 
Penicillium thomii Phomopsis sp . D  Xylaria sp. A  
Penicillium virgatum Phomopsis sp . E  Xylaria sp. B  
Penicillium sp . A  Phomopsis sp . F  Xylaria sp.  
Penicillium sp . B  Phyllosticta pyrolae Coelomycete sin iden tificar 
Penicillium sp . C  Plectosphaerella cucumerina Helo tiales  sin iden tificar A 
Penicillium sp . D  Pleurophoma cava Helo tiales sin iden tificar  B 
Penicillium  sp . E  Podospora tetraspora Pleosp orales sin iden tificar A 
Penicillium  sp . F  Podospora coprophila Pleosp orales sin iden tificar B 
Penicillium sp .  Podospora decipiens Pleosp orales sin iden tificar C 
Penicillium  sp . F  Podospora tetraspora Pleosp orales sin iden tificar D 
Penicillium sp .  Podospora sp . A  So rd ariales sin iden tificar 
Periconia macrospinosa Podospora sp .  Xylariales sp. A 
A p énd i c e 
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A p é n d i c e 1.  Continuac i ó n . 
 
 
A SC OM YC ET E S  
Xylar iales sp. B Asco mycete descon o cid o 3070 Asco mycete descon o cid o 3583
Xylariaceae sin identificar Ascomycete desc onocid o 3071 Ascomycete desconocid o 3679
A sco mycete descon o cid o 179 Asco mycete descon o cid o 2702 Asco mycete descon o cid o 3704
A sco mycete descon o cid o 743 Asco mycete descon o cid o 2707 Asco mycete descon o cid o 3809
A sco mycete descon o cid o 1353 Asco mycete descon o cid o 2859 Asco mycete descon o cid o 3844
A sco mycete descon o cid o 1408 Asco mycete descon o cid o 4052 Asco mycete descon o cid o 3972
A sco mycete descon o cid o 1437 Asco mycete descon o cid o 2839 Asco mycete descon o cid o 3211
A sco mycete descon o cid o 1438 Asco mycete descon o cid o 3706 Asco mycete descon o cid o 3236
A sco mycete descon o cid o 1459 Asco mycete descon o cid o 2113 Asco mycete descon o cid o 3284
A sco mycete descon o cid o 1476 Asco mycete descon o cid o 2116 Asco mycete descon o cid o 3363
A sco mycete descon o cid o 1489 Asco mycete descon o cid o 2128 Asco mycete descon o cid o 3364
A sco mycete descon o cid o 1495 Asco mycete descon o cid o 2190 Asco mycete descon o cid o 3423
A sco mycete descon o cid o 1519 Asco mycete descon o cid o 2194 Asco mycete descon o cid o 3434
A sco mycete descon o cid o 1583 Asco mycete descon o cid o 2401 Asco mycete descon o cid o 3461
A sco mycete descon o cid o 1797 Asco mycete descon o cid o 2429 Asco mycete descon o cid o 3487
A sco mycete descon o cid o 1813 Asco mycete descon o cid o 2812 Asco mycete descon o cid o 3541
A sco mycete descon o cid o 1833 Asco mycete descon o cid o 2816 Asco mycete descon o cid o 3789
A sco mycete descon o cid o 1841 Asco mycete descon o cid o 2829 Asco mycete descon o cid o 3804
A sco mycete descon o cid o 1859 Asco mycete descon o cid o 3208 Asco mycete descon o cid o 3817
A sco mycete descon o cid o 1932 Asco mycete descon o cid o 3251 Asco mycete descon o cid o 3847
A sco mycete descon o cid o 2348 Asco mycete descon o cid o 3259 Asco mycete descon o cid o 3855
A sco mycete descon o cid o 1932 Asco mycete descon o cid o 3267 Asco mycete descon o cid o 3857
A sco mycete descon o cid o 2348 Asco mycete descon o cid o 3327 Asco mycete descon o cid o 3874
A sco mycete descon o cid o 2680 Asco mycete descon o cid o 3338 Asco mycete descon o cid o 3891
A sco mycete descon o cid o 2684 Asco mycete descon o cid o 3351 Asco mycete descon o cid o 3894
A sco mycete descon o cid o 2770 Asco mycete descon o cid o 3403 Asco mycete descon o cid o 3936
A sco mycete descon o cid o 2847 Asco mycete descon o cid o 3412 Asco mycete descon o cid o 3966
A sco mycete descon o cid o 2939 Asco mycete descon o cid o 3492 Asco mycete descon o cid o 3967
A sco mycete descon o cid o 2991 Asco mycete descon o cid o 3538  
Asco mycete descon o cid o 3062 Asco mycete descon o cid o 3542  
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A p é n d i c e 1.  Continuac i ó n . 
 
BASIDIOMYCETES ZYGOMYCETES 
Agrocybe pediades Laetisaria arvalis Cunninghamella elegans 
Ceratobasidium sp.  Mastigobasidium intermedium Mortierella alpina 
Coprinellus disseminatus Meira  sp.  Mortierella  sp.  
Coprinellus radians Mycena sp. Mucor hiemalis 
Coprinus micaceus Phlebia radiata   
Cryptococcus paraflavus Pseudozyma aphidis   
Cryptococcus podzolicus Rhodotorula bacarum   
Cryptococcus victoriae Rhodotorula glutinis   
Cryptococcus sp. A  Rhodotorula minuta   
Cryptococcus sp. B  Rhodotorula slooffiae   
Cryptococcus sp. C  Tilletiopsis pallescens   
Cryptococcus sp . Trametes versicolor  
Cystofilobasidium macerans Ustilago  sp.   
Dioszegia hungarica Bas id io myc e te descon o c id o 1629  
Kondoa aeria Bas id io myc e te descon o c id o 2696  
A p énd i c e 
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A p é n d i c e 2. D i s t r i b u c i ó n taxonó m i c a de las especi e s  identi f i c a d a s en las 4 gramín e a s 
estudi a d a s . 
 
P H Y LU M /C LA S E ÓRDEN / FAM I L I A 
Nº  
GÉNEROS 
Nº 
ESPECIES 
ASCOM YC OT A    
Coelomycetes Sin iden tificar 1 1 
Doth id eo myce tes Botryo sph aeriales   
 Botryosphaeriaceae 4 5 
 Capnod iales   
 Davidiellaceae 2 4 
 Mycosphaerellaceae 1 1 
 Doth idea l e s   
 Dothioraceae 4 4 
 Pleosp orales   
 Leptosphaeriaceae 2 6 
 Lophiostomataceae 1 1 
 Phaeosphaeriaceae 2 13 
 Pleosporaceae 8 16 
 Sporormiaceae 2 5 
 Tubeufiaceae 1 1 
 Incert a e sedis 6 10 
 Sin iden tificar ? 4 
 Incertae sedis   
 Myxotrichaceae 1 1 
 Pseudeurotiaceae 1 1 
Euro tio mycete s Chaetothyriales   
 Herpotrichiellaceae 1 3 
 Euro tiales   
 Trichocomaceae 6 24 
 Onyg en a l e s   
 Onygenaceae 1 1 
Lecanoromyce tes    
 Incertae sedis   
 Incert a e sedis 1 1 
Leotiomycetes Helo tiales   
 Dermataceae 2 2 
 Helotiaceae 1 1 
 Hyaloscyphaceae 3 4 
 Vibrisseaceae 1 2 
 Incert a e sedis 4 6 
 Sin iden tificar  2 
 Rhytis matales   
 Rhytismataceae 1 1 
Sacchar o my c e t e s Sacchar o my c e t a l e s   
 Incert a e sedis 1 1 
Sordar i o myc e t e s Chaeto sp h a er iales   
 Chaetosphaeriaceae 3 3 
 Conioch a e t a l e s   
 Coniochaetaceae 1 2 
 Diaporth ales   
 Diaporthaceae 2 10 
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A p é n d i c e 2.  Continuac i ó n . 
 
P H Y LU M /C LA S E ÓRDEN / FAM I L I A 
Nº  
GÉNEROS 
Nº 
ESPECIES 
ASCOM YC OT A    
 Gnomoniaceae 3 3 
 Togniniaceae 1 1 
 Valsaceae 1 3 
 Hypocreales   
 Clavicipitaceae 1 2 
 Cordycipitaceae 3 4 
 Hypocreaceae 1 1 
 Nectriaceae 3 12 
 Ophyocordicipitaceae 1 1 
 Incert a e sedis 4 12 
 Microascales   
 Ceratocystidaceae 1 1 
 Microascaceae 1 1 
 Sord ariales   
 Cephalothecaceae 1 1 
 Chaetomiaceae 3 11 
 Lasiophaeriaceae 3 8 
 Sordariaceae 1 2 
 Sin iden tificar ¿ 1 
 Tricho sp h aeriales   
 Incert a e sedis 1 2 
 Xylariales   
 Amphisphaeriaceae 2 3 
 Diatrypaceae 1 1 
 Xylariaceae 5 8 
 Incert a e sedis 1 4 
 Sin iden tificar 0 3 
 Incertae sedis   
 Apiosporaceae 1 3 
 Glomerellaceae 2 6 
 Magnaporthaceae 1 2 
 Plectosphaerellaceae 2 3 
Incerta e sedis Incerta e sedis   
 Incert a e sedis 2 2 
Desco no c ido s  ? 85 
B A S ID I OM YC O T A    
Agaricomy c e t e s Agar icales   
 Agaricaceae 1 1 
 Mycenaceae 1 1 
 Psathyrellaceae 1 2 
 Strophariacea 1 1 
 Canth a r e lla e s   
 Ceratobasidiaceae 1 1 
 Corticiales   
 Corticiaceae 1 1 
 Polypo r ales   
 Meruliaceae 1 1 
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A p é n d i c e 2.  Continuac i ó n . 
 
P H Y LU M /C LA S E ÓRDEN / FAM I L I A 
Nº  
GÉNEROS 
Nº 
ESPECIES 
BASIDIOMYCOTA    
 Polyporaceae 1 1 
Agarico s tilbomycetes Agarico s tilb ales   
 Kondoaceae 1 1 
Exobasid i o my c e t e s Incert a e sedis   
 Incert a e sedis 2 2 
Microbotryomycetes Leu co sporid iales   
 Incert a e sedis 1 1 
 Sporid iob o la les   
 Incert a e sedis 1 4 
Tremello mycetes Cysto f ilo b a s id ia le s   
 Cystofilobasidiaceae 1 1 
 Tremella les   
 Tremellaceae 2 8 
Ustilag ino myc etes Ustilag in ales   
 Ustilaginaceae 2 2 
Desco no c ido s  ? 2 
ZY G O MY COTA    
Incertae sedis Mucor ales   
 Cunninghamellaceae 1 1 
 Mucoracellaceae 1 1 
 Mortierellales   
 Mortierellaceae 1 2 
TO TA L  - 130 356 
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A p é n d i c e 3.  Especies desconocidas aisl adas de los 4 hospedadores. 
 
N º DE AISLAD O S Nº 
AISLA DO 
Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
PROPUESTA Hojas Raíces Total 
HOSPEDADOR  
179 AM26 238 7 Asco myc e te desc on o c id o 1 1 0 1 Dactylis glomerata 
7 43 AM26 237 2 Asco myc e te desc on o c id o 2 1 0 1  
1353 AM26 237 3 Asco myc e te desc on o c id o 3 1 0 1  
1408 AM26 237 4 Asco myc e te desc on o c id o 4 1 0 1  
1437 AM26 237 7 Asco myc e te desc on o c id o 5 1 0 1  
1438 AM26 237 5 Asco myc e te desc on o c id o 6 1 0 1  
1459 AM26 237 6 Asco myc e te desc on o c id o 7 1 0 1  
1476 AM26 238 9 Asco myc e te desc on o c id o 8 1 0 1  
1489 AM26 237 8 Asco myc e te desc on o c id o 9 1 0 1  
1495 AM26 237 9 Asco myc e te desc on o c id o 10 1 0 1  
1519 AM26 238 0 Asco myc e te desc on o c id o 11 1 0 1  
1583 AM26 238 8 Asco myc e te desc on o c id o 12 1 0 1  
1797 AM26 238 1 Asco myc e te desc on o c id o 13 1 0 1  
1813 AM26 238 5 Asco myc e te desc on o c id o 14 1 0 1  
1833 AM26 238 2 Asco myc e te desc on o c id o 15 0 1 1  
1841 AM26 238 3 Asco myc e te desc on o c id o 16 1 0 1  
1859 AM26 238 4 Asco myc e te desc on o c id o 17 1 0 1  
1629 AM26 238 6 Basid io myc e te descon o c id o 1 0 1  
1144 AM92 170 3 Helo tiales  sin iden tificar A 2 2 4 Ammophila arenaria 
1 959 AM92 415 8 Helo tiales sin iden tificar  B 0 1 1  
1 111 AM92 170 4 Sord ariales sin iden tificar 4 0 4  
9 79 AM92 172 9 Pleo sp or a le s sin iden tif ic a r A 0 1 1  
1 117 AM92 173 0 Pleo sp or a le s sin iden tif ic a r B 0 1 1  
1 249 AM92 173 1 Xylariaceae  sin iden tificar  1 0 1  
2 847 AM92 170 1 Asco myc e te desc on o c id o 1 19 3 22  
2 684 AM92 173 5 Asco myc e te desc on o c id o 2 0 4 4  
2 770 AM92 171 1 Asco myc e te desc on o c id o 3 2 0 2  
2 939 AM92 173 9 Asco myc e te desc on o c id o 4 0 2 2  
3 070 AM92 171 2 Asco myc e te desc on o c id o 5 2 0 2  
1 932 AM92 173 7 Asco myc e te desc on o c id o6 0 1 1  
2 348 AM92 173 2 Asco myc e te desc on o c id o7 0 1 1  
2 555 AM92 174 5 Asco myc e te desc on o c id o8 1 0 1  
2 680 AM92 174 6 Asco myc e te desc on o c id o 9 0 1 1  
2 991 AM92 173 3 Asco myc e te desc on o c id o10 1 0 1  
3 062 AM92 173 4 Asco myc e te desc on o c id o11 1 0 1  
3 071 AM92 416 7 Asco myc e te desc on o c id o 15 1 0 1  
4 046 AM92 222 1 Coelo myc e te sin iden tif ic a r 1 0 1 Elymus farctus 
2 710 AM92 221 8 Pleo sp or a le s sin iden tif ic a r C 0 1 1  
4 041 AM92 221 9 Xylar iales  sin iden tif icar 1 0 1  
1 959 AM92 415 8 Helo tiales sin iden tificar  B 1 3 4  
2 702 AM92 219 9 Asco myc e te desc on o c id o 12 1 5 6  
4 052 AM92 220 3 Asco myc e te desc on o c id o 13 2 0 2  
2707 AM92 222 0 Asco myc e te desc on o c id o 14 0 1 1  
2859 AM92 416 7 Asco myc e te desc on o c id o 15 0 1 1  
2696 AM92 222 3 Basid io myc e te descon o c id o 1 0 1  
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A p é n d i c e 3.  Continuac i ó n . 
 
Nº DE AISLAD O S Nº 
AISLA DO 
Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
PROPUESTA Hojas Raíces Total 
HOSPEDADOR  
2050 - Pleosp orales  s in iden tif ic a r 2 0 2 Holcus lanatus 
2 012 - Xylar ia le s sin iden tif icar 1 0 1  
2 829 - Asco myc e te desc on o c id o 1 7 0 7  
2 816 - Asco myc e te desc on o c id o 2 3 0 3  
3327 - Asco myc e te desc on o c id o 3 2 0 2  
3492 - Asco myc e te desc on o c id o 4 2 0 2  
2113 - Asco myc e te desc on o c id o 5 1 0 1  
2116 - Asco myc e te desc on o c id o 6 1 0 1  
2128 - Asco myc e te desc on o c id o 7 1 0 1  
2190 - Asco myc e te desc on o c id o 8 1 0 1  
2194 - Asco myc e te desc on o c id o 9 1 0 1  
2401 - Ascomyc e te desc on o c id o 10 1 0 1  
2429 - Ascomyc e te desc on o c id o 11 1 0 1  
2812 - Ascomyc e te desc on o c id o 12 1 0 1  
2839 - Ascomyc e te desc on o c id o 13 1 0 1  
3208 - Ascomyc e te desc on o c id o 14 1 0 1  
3251 - Ascomyc e te desc on o c id o 15 1 0 1  
3259 - Ascomyc e te desc on o c id o 16 1 0 1  
3267 - Ascomyc e te desc on o c id o 17 1 0 1  
3338 - Ascomyc e te desc on o c id o 18 1 0 1  
3351 - Ascomyc e te desc on o c id o 19 1 1 2  
3403 - Ascomyc e te desc on o c id o 20 1 0 1  
3412 - Ascomyc e te desc on o c id o 21 1 0 1  
3538 - Ascomyc e te desc on o c id o 22 1 0 1  
3542 - Ascomyc e te desc on o c id o 23 1 0 1  
3583 - Ascomyc e te desc on o c id o 24 1 0 1  
3679 - Ascomyc e te desc on o c id o 25 1 0 1  
3704 - Ascomyc e te desc on o c id o 26 1 0 1  
3706 - Ascomyc e te desc on o c id o 27 1 0 1  
3809 - Ascomyc e te desc on o c id o 28 1 0 1  
3844 - Ascomyc e te desc on o c id o 29 1 1 2  
3972 - Ascomyc e te desc on o c id o 30 1 1 2  
3211 - Ascomyc e te desc on o c id o 31 0 2 2  
3364 - Ascomyc e te desc on o c id o 32 0 2 2  
3891 - Ascomyc e te desc on o c id o 33 0 2 2  
3936 - Ascomyc e te desc on o c id o 34 0 2 2  
3967 - Ascomyc e te desc on o c id o 35 0 2 2  
3210 - Ascomyc e te desc on o c id o 36 0 1 1  
3236 - Ascomyc e te desc on o c id o 37 0 1 1  
3284 - Ascomyc e te desc on o c id o 38 0 1 1  
3363 - Ascomyc e te desc on o c id o 39 0 1 1  
3423 - Ascomyc e te desc on o c id o 40 0 1 1  
3434 - Ascomyc e te desc on o c id o 41 0 1 1  
3461 - Ascomyc e te desc on o c id o 42 0 1 1  
3487 - Ascomyc e te desc on o c id o 43 0 1 1  
3541 - Ascomyc e te desc on o c id o 44 0 1 1  
3789 - Ascomyc e te desc on o c id o 45 0 1 1  
3804 - Ascomyc e te desc on o c id o 46 0 1 1  
3817 - Ascomyc e te desc on o c id o 47 0 1 1  
A p énd i c e 
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A p é n d i c e 3.  Continuac i ó n . 
 
N º DE AISLAD O S Nº 
AISLA DO 
Nº REFE-
RENC IA 
IDENTIFICACIÓN 
PROPUESTA Hojas Raíces Total 
HOSPEDADOR  
3847 - Ascomyc e te desc on o c id o 48 0 1 1 Holcus lanatus 
3855 - Ascomyc e te desc on o c id o 49 0 1 1  
3857 - Ascomyc e te desc on o c id o 50 0 1 1  
3874 - Ascomyc e te desc on o c id o 51 0 1 1  
3894 - Ascomyc e te desc on o c id o 52 0 1 1  
3966 - Ascomyc e te desc on o c id o 53 0 1 1  
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A p é n d i c e 4.  Especie s y género s de endofi t o s aisl ad o s e identi f i c a d o s , que han sido 
comune s a 2, 3, ó a los 4 hosped a d o r e s del estudi o . 
 
E N D OF I T O S 
AISLA DO S EN 
TAX ONES GÉNERO S 
4 hosp ed ad or es Acremonium strictum Acremonium  
 Alternaria sp .  Alternaria   
 Cladosporium s p .   Cladosporium   
 Cordyceps bassiana Cordyceps  
 Penicillium sp .  Penicillium  
 Phaeosphaeria s p .  Phaeosphaeria  
 Podospora sp .  Podospora  
 Stemphylium solani Stemphylium  
3 hosp ed ad or es Acremonium alternatum  Acremonium   
 Acremonium sp .  Arthrinium   
 Arthrinium sp.  A  Aureobasidium  
 Arthrinium sp.   Chaetomium   
 Aureobasidium pullulans Coniothyrium  
 Chaetomium sp .  Curvularia  
 Coniothyrium cereale Drechslera   
 Curvularia inaequalis          Epicoccum  
 Drechslera s p .  Gaeumannomyces  
 Epicoccum nigrum Plectosphaerella  
 Gaeumannomyces cylindrosporus Torrubiella  
 Plectosphaerella cucumerina   
 Torrubiella confragosa  
2 hosp ed ad or es Acremonium sp. A  Acremonium   
 Arthrinium s p . B  Arthrinium   
 Aspergillus terreus Aspergillus  
 Chaetomium funicola Chaetomium  
 Chaetomium globosum Cryptococcus  
 Cryptococcus victoriae  Debaryomyces  
 Debaryomyces hansenii Discula  
 Discula quercina  Emericellopsis      
 Emericellopsis sp.     Engyodontium  
 Engyodontium album Epicoccum   
 Epicoccum sp .   Fusarium  
 Fusarium culmorum  Gliomastix  
 Fusarium equiseti  Helgardia  
 Fusarium oxysporum Leptosphaeria  
 Fusarium poae Lophodermium   
 Gliomastix murorum  Microdochium  
 Helgardia anguioides  Neofabraea  
 Leptosphaeria s p . A      Nigrospora   
 Leptosphaeria s p . B                              Oidiodendron   
 Leptosphaeria s p . Penicillium    
 Lophodermium s p .  Periconia  
 Microdochium bolleyi  Pestalotiopsis        
 Neofabraea alba  Phialemonium  
 Nigrospora oryzae Phoma  
 Nigrospora s p .  Phomopsis   
 Oidiodendron s p .  Preussia   
 Penicillium brevicompactum Pyrenochaeta   
 Penicillium sp . D  Schizothecium   
 Penicillium  sp . E  Thielavia   
 Periconia macrospinosa  Trametes  
 Pestalotiopsis s p . A          Trichoderma  
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A p é n d i c e 4.  Continuac i ó n . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E N D OF I T O S 
AISLA DO S EN 
TAX ONES GÉNERO S 
2 hosp ed ad or es Pestalotiopsis s p . B  Ulocladium  
 Phialemonium dimorphosporum Verticillium  
 Phoma sp .  
 Phomopsis sp . A   
 Phomopsis sp . B   
 Preussia  australis  
 Pyrenochaeta  sp.   
 Schizothecium sp.   
 Thielavia sp.   
 Trametes versicolor   
 Trichoderma viride  
 Ulocladium sp.   
 Verticillium nigrescens  
 Helo tiales sin iden tificar  B   
 Asco mycete descon o cid o 2859  
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A p é n d i c e 5.  Localidades de muestreo y nº de esp eci e s que fueron identi f i c a d a s según la 
estaci ó n del año y el hosped a d o r asocia d o .  
 
 
ESTACIÓN 
MUESTR EO HOSPEDA D O R 
Nº LOCA-
L I D AD E S 
Nº 
PLANTA S 
Nº ESPECIES 
IDEN TIFICAD AS 
x P O R 
PLAN TA 
P r i ma v e r a 
Dactylis glomerata 
Ammophila arenaria 
Elymus farctus 
Holcus lanatus 
To ta l 
8 
2 
2 
13 
2 5 
9 2 
14 
14 
91 
2 11 
5 3 
27 
11 
133 
1 92 * 
0,5 8 
1,9 3 
0,7 9 
1,4 6 
0 ,9 1  
Verano 
Dactylis glomerata 
Ammophila arenaria 
Elymus farctus 
Holcus lanatus 
To ta l 
- 
3 
3 
8 
1 4 
- 
21 
21 
56 
9 8 
- 
34 
31 
78 
1 15 * 
- 
1,6 2 
1,4 8 
1,3 9 
1 ,1 7  
Otoñ o 
Dactylis glomerata 
Ammophila arenaria 
Elymus farctus 
Holcus lanatus 
To ta l 
2 
2 
2 
1 
7 
4 
14 
14 
7 
3 9 
7 
23 
16 
17 
5 0 * 
1,7 5 
1,6 4 
1,1 4 
2,4 3 
1 ,2 8  
Invie rn o 
Dactylis glomerata 
Ammophila arenaria 
Elymus farctus 
Holcus lanatus 
To ta l 
4 
2 
2 
1 
9 
1 6 
14 
14 
7 
5 1 
3 7 
32 
21 
27 
9 2 * 
2,3 1 
2,2 9 
1,5 0 
3.8 6 
1 ,8 0  
Nota.  *El tota l de espec ie s ident if i c a da s no coin cid e con la suma de las fila s ante ri or e s debi d o a que se ident i f ic a r o n. 
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A p é n d i c e 6.  Especie s identi f i c a da s en el estudi o , según la época del año en que fueron 
aislad a s . 
 
PRIM AVERA 
Acremonium alternatum Didymella bryoniae Mucor hiemalis 
Acremonium cyanophagus Discula quercina Mycena  sp.  
Acremonium strictum Drechslera biseptata Neofabraea alba 
Acremonium sp. B  Drechslera dactylidis Neosartorya sp.  
Acremonium sp .  Drechslera erythrospila Nigrospora oryzae 
Agrocybe pediades Drechslera sp. A  Nigrospora sp.  
Altenaria sp .  Drechslera sp. B  Oidiodendron s p .  
Arthrinium sp.  Drechslera sp.  Paecilomyces carneus 
Aspergillus terreus Emericellopsis s p . Penicillium brevicompactum 
Aspergillus tubingensis Engydontium album Penicillium thomii 
Aspergillus versicolor Epichloë clarkii Penicillium virgatum 
Aureobasidium pullulans Epicoccum sp .  Penicillium sp . C  
Auxarthron conjugatum Eupenicillium s p .  Penicillium sp .  
Botryosphaeria dothidea Eurotium amstelodami Periconia macrospinosa 
Ceratobasidium sp .  Eutypella cerviculata Periconiella  sp.  
Chaetomium funicola Fusarium culmorum Pestalotiopsis  sp. B  
Chaetomium globosum Fusarium equiseti Petriella guttulata 
Chaetomium sp . B  Fusarium oxysporum Phaeoacremonium rubrigenum 
Chaetomium sp .  Fusarium solani Phaeosphaeria avenaria 
Cladosporium s p .  Fusarium sporotrichioides Phaeosphaeria luctuosa 
Cochliobolus sativus Fusarium subglutinans Phaeosphaeria pontiformis 
Colletotrichum s p .  Fusarium tricinctum Phaeosphaeria s p . 
Coniochaeta ligniaria Fusarium sp .  Phialemonium dimorphosporum
Coniothyrium cereale Gaeumannomyces cylindrosporus Phialocephala scopiformis 
Coprinellus disseminatus Gaeumannomyces graminis Phialophora alba 
Coprinellus radians Glarea sp . Phialophora sp.B 
Coprinus micaceus Glomerella lagenaria Phoma herbarum 
Cordyceps bassiana Gnomonia petiolorum Phoma terrestris 
Cordyceps sinensis Helgardia anguioides Phoma sp .  
Creosphaeria sassafras Helicosporium pallidum Phomopsis columnaris 
Cryptococcus podzolicus Kabatiella  sp.  Phomopsis amygdali 
Cryptococcus victoriae Leptodontidium orchidicola Phomopsis sp . A  
Cryptococcus sp .  Leptodontidium sp .  Phomopsis sp . B  
Cryptodiaporthe salicella Leptosphaeria microscopica Phomopsis sp . C  
Cryptosporiopsis s p .  Leptosphaeria sp. B  Phomopsis sp .  
Curvularia inaequalis Leptosphaeria s p .  Plectosphaerella cucumerina 
Cystofilobasidium macerans Lophodermium s p .  Podospora sp .  
Dactylaria sp.  Microdochium bolleyi Preussia isomera 
Debaryomyces hansenii Microdochium nivale Preussia sp .  
Diaporthe melonis Microdochium s p .  Pyrenochaeta s p . 
Diaporthe viticola Mortierella sp . Rhodotorula bacarum 
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A p é n d i c e 6.  Continuac i ó n . 
 
PRIM AVERA  
Rhodotorula minuta A s co mycete descon o cid o 1519 Asco mycete descon o cid o 3360 
Rhodotorula slooffiae A s co mycete descon o cid o 1583 Asco mycete descon o cid o 3363 
Schizothecium s p .  A s co mycete descon o cid o 1797 Asco mycete descon o cid o 3364 
Sordaria macrospora A s co mycete descon o cid o 1833 Asco mycete descon o cid o 3403 
Sporormia subticinensis A s co mycete descon o cid o 1841 Asco mycete descon o cid o 3412 
Stagonospora s p .  A s co mycete descon o cid o 1859 Asco mycete descon o cid o 3423 
Stemphylium solani A s co mycete descon o cid o 2847 Asco mycete descon o cid o 3434 
Sydowia polyspora A s co mycete descon o cid o 2939 Asco mycete descon o cid o 3461 
Thielavia sp.  A s co mycete descon o cid o 2991 Asco mycete descon o cid o 3487 
Tolypocladium cylindrosporum A s co mycete descon o cid o 3062 Asco mycete descon o cid o 3492 
Trametes versicolor A s co mycete descon o cid o 3070 Asco mycete descon o cid o 3538 
Trichocladium opacum A s co mycete descon o cid o 3071 Asco mycete descon o cid o 3541 
Trichocladium s p .  A s co mycete descon o cid o 3210 Asco mycete descon o cid o 3542 
Trichoderma viride A s co mycete descon o cid o 3211 Asco mycete descon o cid o 3583 
Ulocladium sp.  A s co mycete descon o cid o 3236 Asco mycete descon o cid o 3679 
Valsa sordida A s co mycete descon o cid o 3284 Asco mycete descon o cid o 3704 
Valsa sp .  A s co mycete descon o cid o 3208 Asco mycete descon o cid o 3706 
Verticillium nigrescens A s co mycete descon o cid o 3251 Asco mycete descon o cid o 3789 
Verticillium  sp.  A s co mycete descon o cid o 3259 Asco mycete descon o cid o 3804 
Xylaria sp.  A s co mycete descon o cid o 3267 Asco mycete descon o cid o 3809 
Pleo sp or ales sin iden tif icar B Asco mycete descon o cid o 3327 Asco mycete descon o cid o 3817 
Asco mycete descon o cid o 1489 Asco mycete descon o cid o 3338 Asco mycete descon o cid o 3891 
Asco mycete descon o cid o 1495 Asco mycete descon o cid o 3351 Basid io mycete descon o cid o16 29 
V ERA NO    
Acremonium alternatum Cladosporium cladosporioides Fusarium oxysporum 
Acremonium strictum Cladosporium s p .  Fusarium poae 
Acremonium sp. A  Cochliobolus sativus Fusarium tricinctum 
Acremonium sp. B  Colletotrichum gloeosporioides Fusarium sp .  
Acremonium sp. C  Colletotrichum s p .  Gaeumannomyces cylindrosporus
Acremonium sp .  Coniothyrium cereale Garbarnaudia s p .  
Alternaria citri Cryptococcus victoriae Gibberella avenacea 
Altenaria sp .  Cryptococcus sp . A  Gliomastix murorum 
Arthrinium sp. A  Curvularia inaequalis Glomerella graminicola 
Arthrinium sp.  Dactylaria sp.  Guignardia philoprina 
Aspergillus terreus Discostroma sp .  Hypoxylon  sp.  
Aspergillus tubingensis Drechslera sp. A  Lachnum sp .  
Aureobasidium pullulans Drechslera sp.  Leptodontidium sp .  
Botryosphaeria australis Epichloë clarkii Leptosphaeria s p . B  
Chaetomium funicola Epicoccum sp .  Leptosphaerulina chartarum 
Chaetomium globosum Fimetariella rabenhorstii Macrophomina phaseolina 
Chaetomium sp . A  Fusarium culmorum Meira sp .  
Chaetomium sp .  Fusarium equiseti Microdochium bolleyi 
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A p é n d i c e 6.  Continuac i ó n . 
 
V ERA NO    
Microdochium s p .  Phialocephala s p .  Helo tiales sin iden tificar B 
Minimidochium sp .  Phoma pinodella Pleosp orales sin iden tificar A 
Myrothecium sp .  Phoma sp .  A s co mycete descon o cid o 1932 
Neofabraea alba Phomopsis sp . A  A s co mycete descon o cid o 2770 
Nigrospora oryzae Phomopsis sp . C  A s co mycete descon o cid o 2847 
Paecilomyces lilacinus Pleosporales sp .  A s co mycete descon o cid o 2113 
Penicillium brevicompactum Podospora sp .  A s co mycete descon o cid o 2116 
Penicillium canescens Pseudozyma aphidis A s co mycete descon o cid o 2128 
Penicillium citrinum Rhodotorula glutinis A s co mycete descon o cid o 2190 
Penicillium sp . A  Schizothecium s p .  A s co mycete descon o cid o 2194 
Penicillium sp . B  Stemphylium solani A s co mycete descon o cid o 3844 
Penicillium sp .  Thielavia sp .  A s co mycete descon o cid o 3847 
Pestalotiopsis  sp. A  Ulocladium sp.  A s co mycete descon o cid o 3855 
Pestalotiopsis  sp. B  Verticillium nigrescens A s co mycete descon o cid o 3857 
Phaeosphaeria sp. A  Verticillium sp.  A s co mycete descon o cid o 3874 
Phaeosphaeria sp. B  Xylaria sp. A  A s co mycete descon o cid o 3891 
Phaeosphaeria sp. C  Xylaria sp. B  A s co mycete descon o cid o 3894 
Phaeosphaeria s p .  Co elo mycete sin iden tif icar B Asco mycete descon o cid o 3972 
Phialemonium dimorphosporum Xylariales   Asco mycete descon o cid o 4052 
Phialemonium  sp.  Helo tiales sin iden tificar A Basid io mycete descon o cid o 2696
OTOÑO    
Acremonium alternatum Epichloë typhina Podospora sp .  
Acremonium strictum Epicoccum sp .  Stagonospora s p .  
Acremonium sp. A  Fusarium poae Tilletiopsis pallescens 
Acremonium sp. B  Gaeumannomyces cylindrosporus Torrubiella confragosa 
Acremonium sp .  Kondoa aeria Trichoderma viride 
Altenaria sp .  Leptosphaeria s p . A  Ulocladium sp.  
Aspergillus sp .  Microdochium bolleyi Coelomycete sin iden tificar B 
Aureobasidium pullulans Neofabraea alba Xylariales  
Chaetomium sp . B  Nigrospora  sp.  Xylariaceae  2535  
Chaetomium sp .  Penicillium canescens A s co mycete descon o cid o 743 
Chaetosphaeria sp .  Penicillium sp .  A s co mycete descon o cid o 2348 
Cladosporium s p .  Pestalotiopsis  sp. B  A s co mycete descon o cid o 2401 
Coniothyrium cereale Phaeosphaeria s p .  A s co mycete descon o cid o 2429 
Cordyceps bassiana Phialemonium dimorphosporum A s co mycete descon o cid o 2555 
Curvularia inaequalis Phlebia radiata A s co mycete descon o cid o 2680 
Drechslera sp.  Phyllosticta pyrolae A s co mycete descon o cid o 2816 
Emericellopsis s p .  Plectosphaerella cucumerina   
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A p é n d i c e 6.  Continuac i ó n . 
 
INVIERNO  
Acremonium strictum Gliomastix murorum Preussia  australis 
Acremonium sp. B  Helgardia anguioides Preussia minima 
Acremonium sp. C  Hypoxylon fuscum Pseudeurotium bakeri 
Acremonium sp .  Kondoa aeria Sarea  sp.  
Altenaria sp .  Leptosphaeria s p . A  Septoria passerinii 
Arthrinium sp.  Leptosphaeria s p . B  Stagonospora arenaria 
Aspergillus niger Leptosphaeria s p .  Stagonospora s p .  
Aureobasidium pullulans Lophiostoma sp.  Stemphylium solani 
Chaetomium sp .  Lophodermium s p . Torrubiella confragosa 
Chaetosphaeria sp .  Mastigobasidium intermedium Trametes ochracea/versicolor 
Cladosporium s p .  Microdochium bolleyi Volutella ciliata 
Colletotrichum trichellum Microdochium phragmitis Coelomycete sin iden tificar B 
Coniothyrium cereale Microdochium s p .  Helo tiales sin iden tificar A 
Cordyceps bassiana Mortierella alpina Helo tiales sin iden tificar B 
Cryptococcus victoriae Mycoarthris corallinus Xylariales  
Cryptococcus sp . B  Neofabraea alba A s co mycete descon o cid o 1353
Cryptococcus sp . C  Penicillium sp .  A s co mycete descon o cid o 1408
Cunninghamella elegans Pestalotiopsis  sp. A  A s co mycete descon o cid o 1437
Dioszegia hungarica Phaeosphaeria avenaria A s co mycete descon o cid o 1438
Drechslera andersenii Phaeosphaeria s p .  A s co mycete descon o cid o 1459
Drechslera biseptata Phialemonium dimorphosporum A s co mycete descon o cid o 2684
Drechslera dactylidis Phialophora sp . A  A s co mycete descon o cid o 2702
Drechslera sp.  Phoma glomerata A s co mycete descon o cid o 2707
Embellisia sp.  Phoma pinodella A s co mycete descon o cid o 2770
Engyodontium album Phoma sp .  A s co mycete descon o cid o 2839
Epicoccum sp .  Phaeosphaeria s p .  A s co mycete descon o cid o 2812
Eupenicillium tropicum Phomopsis sp . B  A s co mycete descon o cid o 2816
Fusarium equiseti Phomopsis sp . C  A s co mycete descon o cid o 2829
Fusarium poae Phomopsis sp .  A s co mycete descon o cid o 2847
Fusarium sp .  Pleurophoma cava A s co mycete descon o cid o 3070
Gaeumannomyces cylindrosporus Podospora sp .    
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Sánchez Márquez, S., Bills, G.F. and Zabalgogeazc o a , I. (2007) . The endophytic myco biota of 
the grass Dactylis glomerata. Fung al Div er sity 27: 171 -195 . 
 
Fung a l endo ph yte s were isola te d from asymp to ma tic and symp to matic plan ts of Dactylis 
glomerata samp led in differen t eco syste ms in Spain . Fung i were iden tified usin g 
morp ho log ic a l, as well as molec u lar meth o d s based on inter n a l tran s c r ib e d spac er (ITS ) and 
ribo s o mal DNA sequ en c ing . Mole c u lar data prov id e d a framew o rk for iden tif ic a tio n and 
asse s s ing the phylo g en e tic positio n of isola te s . One hundre d and nine diff er e n t fung a l spec ie s 
were iden tif ied . Eigh te e n of these species were poten tially unkno wn . The endoph ytic 
assemb lage consists of grass-specific, as well as  gen eralist species, and is quite differen t fro m 
those descr ib ed for perenn ial wood y spec ies . Spec i es richness curves showed that the survey 
discovered most species commonly infecting this grass, but the numb er of sporad ic infectio n s 
of sing leton spec ie s contin ued to incr e a s e w ith more samp lin g effo rt. A larg e endo ph ytic 
asse mb lag e cons is tin g of fung i with dive rs e ecolog ic a l roles , and poten tially unkn own spec ie s , 
was foun d in a sma ll herb aceou s plan t. 
 
K e y words:  biod iv er s ity, endo ph ytes, rDNA, ITS 
 
I n t r o d u c t i on 
 
E n d o p h y t i c fungi are those that live in the interi o r of appare n t l y health y 
and asympt o ma t i c hosts. Fungi fittin g this  descript i o n appear to be ubiquito u s ; 
indeed, no study has yet shown the ex istence of a plan t species without 
endoph y t e s (Promp u t t h a et al ., 2007). High species diversity is another 
charac t e r i s t i c of endoph y t i c mycobi o t a . It is quite common for endophy t e 
survey s to find assembl a g e s consis t i n g of  more that 30 fungal species per host 
plant specie s (Stone et al., 2004; Ganley et al ., 2006; Kauhanen et al ., 2006). 
Cultur e - d e p e n d e n t assess me n t s of endophyt i c fungi are based on 
isolat i o n s from surfac e - s t e r i l i z e d plant tissu e sampl e s , which are subseq u e n t l y 
plated on culture media (Bills, 1996; Stone et al ., 2004; Devarajan and 
Suryanar a y a n a n , 2006). Fungi that emerge from thes e sampl e s can be iden t i f i e d 
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b y means of phenot y p i c (morp h o l o g i c a l ) or  genoty p i c (mole c u l a r ) chara c t e r s . 
Since the sequen c i n g of riboso ma l DNA a nd intern a l transc r i b e d spacer s (ITS) 
was applied to fungal taxonomy, improved taxonomi c information has been 
accumul a t e d from steril e isola t e s obtai n e d in endoph y t e surve y s (Guo et al ., 
2000; Wirse l et al . , 2001; Prompu t t h a et al . , 2005; Crozier et al . , 2006; Higgin s 
et al ., 2007). 
Certain vertically-transm itted endophytes can have a beneficial influence 
on their plant hosts . Some of the best known organ i s ms in this catego r y are the 
Epichloë/Neotyphodium  systemi c endoph y t e s , whose grass hosts contai n fungal 
alka l oi d s toxi c to he rbivores, and have shown advant a g e s in certain situati o n s 
of biotic and abiotic stress (Clay and Schardl , 2002; Wang et al . , 2005). Other 
plant-e n d o p h y t e associa t i o n s  resul t in improv e d plant adaptation to salt and 
therma l stres s , incre a s e d bioma s s , or resis t a n c e to patho g e n damag e (Re d ma n et 
al . , 2002; Arnold et al . , 2003; Walle r et al . , 2005). As a result, fungal 
endoph y t e s could be very useful for plant impro v e me n t . In fact, some culti va r s 
of forage and turf grasses artific i a l l y infecte d  by select endophytes are 
commerci a l l y availabl e (Bouton and Ea ston, 2005). In additio n , the product i o n 
of antimi c r o b i a l and toxi c secon d a r y me tab o l i t e s is relat i v e l y commo n in this 
group of fungi, and their potent i a l as a s ource of drugs ma y also be import a n t 
(Strobel, 2002; Wang et al ., 2007). At the other ex treme of the endoph y t e 
spect r u m exist speci e s that behave as latent and weak pathog e n s (Phot i t a et al ., 
2004; Gonthi e r et al ., 2006).  
 This work describes a wide range of endophytic species associated with 
Dactylis glomerata , a perennia l grass native to the temper a t e zones of Europe , 
Asia, and North Africa . Commer c i a l cultiv a r s of this grass are used for forage 
produc t i o n , usuall y in mixtur e s with othe r plant s like ryegr a s s , alfal f a , or 
clove r s . Dactylis is a monospe c i f i c genus, but several subspe c i e s , some of the m 
differi n g in ploidy level have been de scri b e d (Luma r e t , 1988) . In Spain, wild 
plants of D .  glomerata are commo n in many ecosy s t e ms , in dry areas of the 
central part of the country , as  well as in the humid north. 
 The objecti v e s of this study were to  identif y the endophy t i c mycobi o t a of 
Dactylis glomerata f r o m diffe r e n t habit a t s , and to deter mi n e if poten t i a l 
pathog e n s of the plant host as well as of cereal crops behave as endophy t e s . 
Also, we wanted to compare the assemb la g e of endophyt e s of this grass with 
those found in other plant groups, like woody perenni a l s .   
 
M a t e ri a l s and method s 
 
Sample collection 
 
T h e collec t e d plants of Dactylis glomerata lacked obviou s diseas e 
sympto ms such as chloro s i s , leaf spot s, or other types of pathog e n - i n d u c e d 
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lesio n s . Plant s were sampl e d at ten locat i o ns in the province of Salama nc a, one 
locati o n in the provin c e of Ávila, one lo cat i o n in the provi nce of Cácer e s, and 
two locat i o ns in the provi n c e of La Coruñ a (Tabl e 1). Salama n c a , Ávila , and 
Cáceres are located in central - w e s t e r n Spain , and their clima t e is of 
Mediterranean type with a continenta l trend (cold wint ers and dry war m 
summer s ) . La Coruña , locate d in northe r n Spain, has a milder humid Atlant i c 
clima t e . In Salama n c a , plant s were obtai n e d from diffe r e n t habit a t s , such as 
river banks, semi ar i d grassl a n d s , or su lphu r o u s water sprin g s (Tabl e 1). All of 
these locati ons represe n t a set of ecolog i c a l l y diffe r e n t habit a t s . The numbe r of 
plants sampled varied among locatio n s , a nd at each locat i on a distan c e of more 
than 10 meters was left between sampled plants. 
 In addi t i o n to the asymp t o ma t i c  plants, in Montemay o r del Río 
(Salama n c a ) , 11 plants show in g diseas e sympto ms , e.g., leafsp o t s or other types 
of leaf lesions, were collected in orde r to isolat e patho g e n s  from the disea s e d 
tissu e . Dry culms were also colle c t e d  at two locat i on s in Salama n c a : 
Montema y o r del Río (14 plan ts), and Muñovela (5 plants) . Fungal isolat e s were 
obtained from fructifi c a t i o n s in these culms. 
 Plants were sampl e d durin g the summer and fall of 2003 and throughout 
the year in 2004 and 2005. Whole plan ts were dug up in the field and 
trans p or t e d to the labora t o r y , where they  were proces s e d for the isolat i o n of 
fungi. 
 
Isolation of fungi 
 
T o isola t e endop h y t e s from the plant s , small leaf piece s , measu r i n g about 
5 mm in length were washed in tubes conta i n i n g a soluti o n of 20% commer c i a l 
bleac h (1% active chlor i n e ) for 10 minute s . The treatme n t was follow e d by a 
rinse in steril e water , and platin g on potato dextro s e agar (PDA) contai n i n g 
chlor a mp h e n i c o l (200 mg/l) . Root fragme n t s were surface - d i s i n f e c t e d by means 
of a 5 minute rinse with ethanol, fo llo w e d by treat me n t with a 1% active 
chlori n e soluti o n for 15 minute s , 2 minute s in ethano l , and a final rinse in steril e 
water (Bill s , 1996) . For each one of the 120 sampled plants, two plates, each 
contai ni n g about 15 leaf pieces , were prep ar e d and kept in the dark at room 
tempera t u r e (22-26º C ) . Stem frag ments were also prepared as above described, 
but only from 7 plants. Two si milar plates of root fragme nt s were prepared fr o m 
82 plant s . As mycel i um emerg e d from plant tissu es into the agar , mycel i a l 
fragme n t s were transf e r r e d to new PDA plates . These isol at e s were mainta i n e d 
under natura l light at room temper a t u r e .  
In plants with diseas e sympto ms , smal l pieces of tissue were cut from the 
margins of leaf lesions, and plated on PDA aft e r surface disinfection. Fungal
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T a b l e 1.  Locati o ns and habit at types where asymptoma t i c plants were sampled, 
showi n g the numbe r of isola t e s obtai n e d , and of species identifi e d at at each 
locati o n . 
 
L o c a t i o n a Ty pe of habitat Numbe r of 
plants 
Number of 
isolate s 
Isolate s per 
plant 
Number of 
spe c i e s 
Beco, Cede ira. Co Coastal meadow 15 50 3.33 35 
C a l v a r ra s a de Arriba , 
Sa 
River bank 8 47 5.88 34 
Casas del Conde, Sa River bank 1 1 1 1 
C r i s t o de Cabre ra , Sa Road ditch 9 18 2 14 
E l Cab a c o, Sa Quercus pyrenaica
w o o d l a n d 
13 29 2.23 26 
F a r o , Cede ira . Co Coasta l meadow 15 35 2.33 21 
F u e n t e Roldán, Sa Sulphur o u s spring 2 11 5.50 10 
L o s Montalvo s , Sa Road ditch 7 9 1.29 8 
Montemay or del Río, 
Sa 
Sheep trac k 3 6 2 4 
Muñovela, Sa Quercus ilex  
grassla n d 
6 34 5.67 19 
P u e n t e Mocho, Sa River bank 12 36 3 21 
Sa gos, Sa Quercus ilex  
grassla n d 
2 5 2.50 4 
V a l v e l l i d o s , Ca Meadow 18 25 1.39 16 
V i l l a f ra n c a de la 
Sierra, Av 
River bank 9 10 1.11 7 
N o t e :  a Prov in ces of Co: La Coruñ a, Sa: Salaman ca, Ca: Cáceres, Av: Ávila.  
 
sampl e s from fruct i fi c at i o n s in dry cu lms were obtain e d using needl e s , or 
excisin g fructi f i c a t i o n s , cleani n g them on water agar, and plating . 
 In order to induce sporula t i o n in isol at e s not produc i n g spores in the PDA 
mediu m, fungi were cultu r e d in three other media: malt extrac t agar , water agar, 
and water agar cont ainin g sterili z e d pieces of leaves of Dactylis glomerata. 
These growt h media also conta i ne d 200 mg/l of chlora mp h e n i c o l . 
 To test whether the disinfe c t i o n metho d s were effec t i v e in elimi n a t i n g 
surfac e fungi, imprin t s of leaf fragmen t s were made by pressi n g them agains t 
the surfac e of some PDA plates , then thes e plate s were incuba t e d without plant 
parts . The plate s were perio d i c a l l y obser v e d to deter mi n e if fungi emer g e d from 
the print s (Schu l z et al . , 1998). 
 
DNA amplification and sequencing 
 
B e c a u s e many isolat e s failed to sporul a t e on any growth medium , 
identif i c a t i o n s were approxi ma t e d by m eans of the nucleoti d e sequence of the 
ITS1-5.8 S rRNA-ITS 2 region. DNA was extracte d from small mycelial 
fragme n t s scrape d from the surfac e of cultur e plate s using a commer c i a l kit 
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(Red E x t r a c t - N - A mp Plant PCR, Sigm a Aldri c h ) . One volume of phenol 
satur at e d with 10 mM Tris-H C l pH 8 was added to the DNA extrac t obtai n e d 
with the kit, and the aqueous phase wa s recovered after centrifugation at 13,000 
× g for 10 minutes . This phase was reex tracted with one vol u me of chlor o f o r m, 
centri f u g e d at 13,000 × g for 5 mi nutes , and the aqueous extract containing 
DNA was used for PCR amplification. The ITS1-5.8S rRNA-ITS2 region was 
amplifi e d in a PCR which include d 2 μl of DNA extra c t and prime r s ITS4 and 
ITS5 (Whi t e et al . , 1990) . Ampli f i c a t i o n condi t i o n s were: 95ºC for 2 min, 
followed by 35 cycles of 94ºC for 1 mi n, 54ºC for 1 min, and 72ºC for 1 min; 
after these cycle s the react i o n was kept  at 72ºC for 10 minutes . PCR amplico n s 
were purified by filtration  (Mont a g e PCR, Millipo r e ) , and sequen c e d in a 3100 
Genetic Analyze r (Applie d Bioscie n c e s ) . Only one strand of the PCR amplico n 
was sequen c e d . The sequen c i n g react i o n was starte d at the 5' end of the ITS1-
5.8S rRNA- ITS2 region, using primer ITS4. The quality of the sequence s 
obtained was analyzed by means of the sequenc i n g reacti o n chroma t o g r a ms , 
visual i z e d with Chroma s 1.45 softwar e (Techn e l y s i u m , Austra l i a ) . Only 
sequenc e s whose chroma t o g r a ms showed discrete peaks, and no ambiguous 
sections were used.  
 For a subset of 12 isolate s , both strands of the ITS amplicons were 
sequenc e d using primers ITS4 and ITS5 (Table 2). These complet e ITS1-5. 8 S 
rRNA-IT S 2 sequenc es were used to anal yze the reliability of the taxono mic 
informat i o n obtained with the correspo n d i n g partial one-side d sequence s . 
 Nucleo t i d e sequen c e s were trimme d at  the 5' end of the ITS1 region. In 
most sequenc e s the beginni n g of this region was identif i e d by means of the 
conserved sequence GATCAT, which is found at the end of  the 18S rRNA 
gene. The 3' end of each sequence was trimme d at place s where the seque n c e 
chroma t o g r a m showe d that the seque nc e qualit y was good, and not ambiguo u s .  
 
Molecular taxonomy 
 
 To find ITS seque n c e s simil a r to the ones obtai n e d from the Dactylis 
isolates , the FASTA algorit h ms (Pearso n , 1990) were used to interogate the 
EMBL/Ge n b a n k databas e of fungal nucleot i d e sequenc e s . 
 To visualize the diverse fungal ta xa identi f i e d by means of molecu l a r 
charac t e r s , a sequen c e simila r i t y dendr o g r a m was made with the ITS1-5 . 8 S 
rRNA-ITS2 nucleotide sequences of th e isola t e s . Isola t e seque n c e s were 
aligned using the program Clustal X (Thomps o n et al . 1997) with the default 
setting s , and the dendrog r a m was made  with MEGA 3.1 using the neighb                                      
our- 
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T a b l e 2 . Value of the partial sequenc e s l acking part of the 3’ end of ITS2  region for isolat e identi f i c a t i o n .  
 
Isolate 
accession 
number 
Partia l 
sequen
ce size a  
(nt) 
Compl e t e 
sequence 
Size b  (nt) 
FASTA ID  
obta in ed with  
part ial sequence 
E c 
valu e 
FASTA ID  
obta in ed with  
complete sequence 
E  
valu e 
A M26 240 8  3 53 4 72 Beauveria bassiana  1 .9 e -71 Beauveria bassiana  3 .2 e -70
A M26 244 4 503 594 Mortierella alpina 3 .8 e -84 Mortierella alpina 2 .3 e -90
A M26 241 8 468 482 Embellisia eureka 5 .8 e -66 Embellisia eureka 4 .8 e -72
A M26 243 0 520 535 Helgardia anguioides 2 .5 e -66 Helgardia anguioides 2 .3 e -77
A M26 244 1 452 499 Rhodotorula minuta 1 .3 e -58 Rhodotorula minuta 6 .4 e -69
A M26 237 1 479 517 Valsa ceratosperma 6 .3 e -53 Valsa ceratosperma 3 .1 e -67
A M26 243 9 483 604 Mycena murina 5 .5 e -76 Mycena murina 9 .8 e -93
A M26 297 9 535 547 Ustilago williamsii 1 .9 e -57 Ustilago williamsii 1 .7 e -57
A M26 240 3 452 500 Epacrid ro o t endop h yte 2 .4 e -45 Epacrid root endop h yte 3 .5 e -52
A M26 234 3 415 507 Talaromyces ohiensis 5 .9 e -36 Talaromyces ohiensis 2 .9 e -41
A M26 242 4 457 466 Eurotium amstelodami 1 .7 e -59 Eurotium amstelodami 6 .8 e -61
A M26 243 1 479 515 Rhizosphaera kalkhoffii 6 e -53 Rhizosphaera kalkhoffii 1 .2 e -54
N o t e :  a Pa r tial sequ en c e s were obta in ed with sequ en c ing reactio n s prime d with prime r ITS4 (White et al., 1990) , which prod u c e s sequ en c e s 
with characteristics lik e tho se shown in Tab le 5. b Co mp lete sequ en ces were obtain ed by seq u en cin g with primer s ITS4 and ITS5 both strand s 
of the replico n conta in in g the ITS1 -5 .8 S rRNA -I T S2 regio n. c Nu mb e r of datab a s e match e s as good as the obse rv e d one which could occu r 
by chan ce.
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joining method with Ki mura 2-parame ter distances (Kumar et al . , 2004) . 
Group s of sequen c e s at close proxi mi t y  within the same branch of the 
dendro g r a m were indivi d u a l l y aligne d with Clusta l X to determi n e their 
percenta g e of si milari t y . Because for most funga l speci e s the range of 
intraspe c i f i c variatio n in ITS sequence s is unknown (Taylor et al . , 2000) , 
sequen c e s with a simila r i t y greate r than  97% were considered to belong to the 
same specie s . This distan c e is an arbitr ary number which has been used in other 
studi e s (O’Br i e n et al ., 2005; Neubert et al . , 2006; Higgins et al . , 2007). 
 
Quantification of fungal diversity 
  
Specie s accumul a t i o n curve s , show in g the relati o n s h i p betwee n the 
numbe r of plant s sampl e d and the numb er of fungal specie s identi f i e d , were 
made by rando m sa mp l i n g witho u t repla c e me n t of the funga l speci e s data 
obtai n e d from each plant sampl e (Colwe l l and Codding t o n , 1994). These 
calcul a t i o n s were made with Estimat e S  7.5 software (Col well, 2005). Species 
accumul a t i on curve s were also plott e d with a data set which only conta i n e d 
plural species, represented by mor e th an one isolat e , and with a dataset of 
singl e t o n speci e s , each repre s e nt e d by a single isola t e .  
 To estima t e the possi b l e total numbe r of endophytic species which could 
be associ ated to Dactylis glomerata, the incide n c e - b a s e d covera g e estima t o r 
(ICE) , and the Chao 2 estima t o r of total speci e s richne ss were calcu l a t ed 
(Chazd o n et al . , 1998). 
 Shannon ’ s index of divers i t y (H') was estimated from the relative 
abunda n c e of each taxon identi f i e d (Zak and Wil lig , 2004). 
 
R e s u l t s 
 
Isolation and morphological characteristics of fungi  
 
Fungi did not grow out of plates where leaf imprin t s were made (Schul z 
et al ., 1998), indi cating that the surface steril i z a t i o n method s effici e n t l y 
eliminat e d epiphyte s , and the fungal isol ates obtained corres pond to fungi with 
an endophy t i c growth habit. This is an  excelle n t method fo r testing protocol s 
for isolati n g endoph y t e s and should be used in all endophy t e studies . 
 From a total of 120 field- s a mpl e d plants , approx i ma t e l y 1400 isolat e s 
were obtain e d . An initia l visual screen i n g was carrie d out to avoid selec t i n g 
several identica l isolates from the same plant . As a result , a total of 316 fungal 
isolates were selected and identifi e d (Tables 1 and 3). On the average, 2.63 
specie s were identi f i e d on each plant,  and only 13 plants did not yield any 
T a b l e 3.  Endophy t i c isolat e s identi f i e d by means of morphol o g i c a l  and/o r molec u l a r chara c ters, and isolates which 
could not be identifi e d due to sterilit y and low homo lo g y to known nucleo t i d e sequen c e s , or high homolo g y to 
sequence s of unknown fungi in the EMBL fungi databas e .  
 
Isolate 
accession  
number 
Morpho log ical 
identification 
Sequence-based 
identification a
% 
FASTA 
identity a
P r o po s e d 
identification 
Presence 
in lea v es 
Presence 
in root s 
1 76 Cladosporium s p . n . s. c - Cladosporium s p . 17 3 
AM26 243 0 Helgardia sp . Helgardia sp . 9 6. 95 Helgardia sp . 1 1 7 
AM26 239 0 Acremonium sp .  Acremonium strictum 9 9. 80 Acremonium strictum 1 7 0 
1471 Penicillium sp . n . s . c - Penicillium sp . 6 10 
1463 Epicoccum sp .  n . s . c - Epicoccum sp .  1 0 4 
1365 Podospora sp . n . s . c - Podospora sp . 9 f 3 
1794 Phaeosphaeria s p . n.s. c - Phaeosphaeria s p . 8  f 2 
AM26 242 0 Epichloë typhina Epichloë typhina 1 00 Epichloë typhina  8 0 
AM26 242 5 Fusarium sp . Fusarium sp .  1 00 Fusarium sp . A  5 3 
AM26 239 3 Alternaria sp . Altern aria  sp . 1 00 Altern aria  sp . 7 0 
AM26 240 0 Chaetomium sp .  Chaetomium sp .  9 9. 60 Chaetomium sp . A  6  f 1 
AM26 243 5 Ster ile myceliu m  Lewia infectoria 9 9. 82 Lewia infectoria 5 2 
AM26 234 0 Microdochium 
phragmitis
Microdochium phragmitis 1 00 Microdochium phragmitis 6 0 
AM26 240 7 Ster ile myceliu m Coniothyrium cereale 100 Coniothyrium cereale 5 0 
AM26 241 4 Ster ile myceliu m  Drechslera s p. 99.83 Drechslera s p. 2 3 
AM26 243 3 Ster ile myceliu m Leptodontidium 
orchidicola 
98.38 Leptodontidium orchidicola 3 2 
AM26 242 6 Fusarium sp . Fusarium culmorum 1 00 Fusarium culmorum 3 1 
AM26 234 4 Penicillium sp . Penicillium sp . 99. 04 Penicillium sp . A 1 3 
AM26 234 5 Penicillium sp . Penicillium sp . 98. 85 Penicillium sp . B 2 2 
AM26 234 7 Penicillium sp . Penicillium sp . 99. 61 Penicillium sp . D 2 2 
AM26 234 8 Penicillium sp . Pen icilliu m  sp . 100 Pen icilliu m  sp . E 2 2 
AM26 235 1 Ster ile myceliu m Phaeosphaeria sp.  9 9. 60 Phaeosphaeria sp. A  2 2 
AM26 240 5 Colletotrichum sp . Glomerella sp .  9 7. 33 Glomerella sp .  3 0 
 178 
F u n g a l Divers i t y  
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isolates which could not be identifi e d due to sterilit y  and low homolog y to known nucleot i d e sequenc e s , or high 
homolog y to sequenc e s of unknown fungi  in the EMBL fungi databa s e .  
 
Isolate 
accession  
number 
Morpho log ical 
identification 
Sequence-based 
identification a
% 
FASTA 
identity a
P r o po s e d 
identification 
Presence 
in lea v es 
Presence 
in root s 
A M26 240 8 Beauveria bassiana Cordyceps bassiana 1 00 Cordyceps bassiana 3 0 
AM26 241 6 Drechslera biseptata Drechslera biseptata 9 9. 82 Drechslera biseptata 3  f 0 
AM26 241 7 Ster ile myceliu m Drechslera dactylidis 9 9. 82 Drechslera dactylidis 2 1 
AM26 242 8 Fusarium sp . Fusarium oxysporum 9 9. 36 Fusarium oxysporum 1 2 
AM26 243 4 Ster ile myceliu m Leptosphaeria s p . 9 9. 58 Leptosphaeria s p . 3 0 
AM26 236 0 Ster ile myceliu m Podospora decipiens 1 00 Podospora decipiens 3  f 0 
AM26 237 0 Trichoderma sp. Trichoderma viride 1 00 Trichoderma viride 2 1 
AM26 239 2 Acremonium sp. B b Nectria mauritiicola 9 1. 37 Acremonium sp. B 2 0 
AM26 239 4 Arthrinium sp. Arthrinium sp.   9 2. 62 Arthrinium sp.  A  2 0 
AM26 239 5 Arthrinium sp. Arthrinium sp.   1 00 Arthrinium sp.  B  2 0 
AM26 241 0 Ster ile myceliu m Cyathicula sp . 9 7. 70 Cyathicula sp . 1  f 1 
AM26 241 2 Ster ile myceliu m Davidiella tassiana 1 00 Davidiella tassiana 2 0 
AM26 242 2 Penicillium sp .  Eupenicillium s p . 9 8. 43 Eupenicillium s p . 0 2 
AM26 244 3 Laetisaria arvalis b, d Amauroderma 
subresinosum 
7 7. 15 Laetisaria arvalis 2 0 
AM26 234 3 Paecilomyces sp.  b Talaromyces ohiensis 9 4. 63 Paecilomyces sp. 2 0 
AM26 234 6 Penicillium sp . Penicillium sp . 99. 81 Penicillium sp . C 0 2 
AM26 235 3 Ster ile myceliu m Phaeosphaeria 
avenaria 
9 8. 54 Phaeosphaeria avenaria 2 0 
AM26 236 4 Sordaria  sp. Sordaria macrospora 9 9. 81 Sordaria macrospora 0 2 
AM26 236 8 Ster ile myceliu m  Stemphylium solani 9 9. 23 Stemphylium solani 2 0 
AM26 237 1 Ster ile myceliu m  Valsa sp .  9 5. 65 Valsa sp .  2 0 
AM26 239 1 Acremonium sp. A b Nectria mau r itiico la 
n
8 9.72 Acremonium sp. A 1 0 
1521 Arthrinium sp.  . s. c - Arthrinium s p. 1 0 
AM26 239 6 Ster ile myceliu m Ascochyta sp. 9 6. 15 Ascochyta sp. 1 0 
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isolates which could not be identifi e d due to sterilit y  and low homolog y to known nucleot i d e sequenc e s , or high 
homolog y to sequenc e s of unknown fungi  in the EMBL fungi databa s e .  
 
Isolate 
accession  
number 
Morpho log ical 
identification 
Sequence-based 
identification a
% 
FASTA 
identity a
P r o po s e d 
identification 
Presence 
in lea v es 
Presence 
in root s 
A M26 239 7 Aspergillus sp . Aspergillus terreus 9 9. 18 Aspergillus terreus 0 1 
AM26 239 8 Auxarthron compactum ? Auxarthron conjugatum 9 9. 78 Auxarthron conjugatum 1 0 
AM26 239 9 Phialophora-like anamorph  Calycina herbarum 9 8. 64 Calycina herbarum 1 0 
AM26 240 1 Chaetomium sp . Chaetomium sp .  9 5. 10 Chaetomium sp . B  0 1 
AM26 240 2 Chaetomium sp . Chaetomium funicola 9 8. 65 Chaetomium funicola 1 0 
AM26 240 3 Chloridium sp.  b Epacrid root endop h yte  9 1. 45 Chloridium sp. 1 0 
AM26 240 4 Ster ile myceliu m Cladosporium 
oxysporum 
1 00 Cladosporium oxysporum  1 0 
AM26 240 6 Coniochaeta sp.  b Ascomyc e t e sp.  9 2. 55 Coniochaeta sp. 0 1 
AM26 240 9 Libertella anamo r p h of  
Creosphaeria sassafras 
Creosphaeria sassafras 9 9. 78 Creosphaeria sassafras 1 0 
AM26 243 7 Pin k yeast  Cryptococcus sp .  d 99. 09 Cryptococcus sp .  1 0 
AM26 243 6 Pin k yeast Cryptococcus 
paraflavus d
99. 02 Cryptococcus paraflavus 1 0 
AM26 244 5 Cunninghamella elegans Cunninghamella 
eleganse
9 9. 50 Cunninghamella elegans 0 1 
AM26 241 1 Cylindrotrichum sp.  b Glomerella cingulata 8 5. 06 Glomerella cingulata   
AM26 243 8 Orang e yeast  Cystofilobasidium 
macerans 
1 00 Cystofilobasidium macerans 1 0 
AM26 241 3 Coelo mycete Discula quercina 1 00 Discula quercina 1  f 0 
AM26 241 5 Ster ile myceliu m Drechslera andersenii 100 Drechslera andersenii 1 0 
AM26 241 8 Ster ile myceliu m Embellisia sp.  9 8. 44 Embellisia sp.  1 0 
AM26 241 9 Engydontium album Engydontium album 9 9. 43 Engydontium album 1 0 
AM26 242 1 Epicoccum sp .  Epicoccum nigrum 9 9. 80 Epicoccum nigrum 1 0 
AM26 242 3 Penicillium sp . Eupenicillium tropicum 9 9. 73 Eupenicillium tropicum 0 1 
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Isolate 
accession  
number 
Morpho log ical 
identification 
Sequence-based 
identification a
% 
FASTA 
identity a
P r o po s e d 
identification 
Presence 
in lea v es 
Presence 
in root s 
A M26 242 4 Eurotium amstelodami Eurotium amstelodami 9 9. 41 Eurotium amstelodami 0 1 
AM26 242 7 Fusarium sp . Fusarium equiseti 1 00 Fusarium equiseti 0 1 
AM26 242 9 Fusarium sp . Fusarium poae 9 8. 67 Fusarium poae 0 1 
AM26 243 1 Hormonema sp. b Rhizosphaera kalkhoffii 9 1. 15 Hormonema sp. 1  f 0 
AM26 243 2 Ster ile myceliu m Lachnum pygmaeum 9 7. 61 Lachnum pygmaeum 0 1 
AM26 244 4 Mortierella alpina Mortierella alpina e 9 9. 35 Mortierella alpina 1 0 
AM26 243 9 Basid io mycete Mycena sp .  d 95. 10 Mycena sp .  0 1 
AM49 081 6 Aspergillus fumigatus Neosartorya sp.  9 8. 43 Aspergillus fumigatus 0 1 
AM26 234 1 Nigrospora sp. Fun g al end ophyte  9 6. 77 Nigrospora s p. 1 0 
AM26 234 2 Oidiodendron s p . Oidiodendron s p . 99.54 Oidiodendron s p . 0 1 
AM26 234 9 Ster ile myceliu m Periconia 
macrospinosa
1 00 Periconia macrospinosa 0 1 
AM26 235 0 Phaeoacremonium  sp. Phaeoacremonium 
rubrigenum
9 9. 78 Phaeoacremonium rubrigenum 1 0 
AM26 235 2 Ster ile myceliu m Phaeosphaeria sp.  9 5. 05 Phaeosphaeria sp. B  1 0 
AM26 235 4 Ster ile myceliu m Phoma sp .  9 8. 93 Phoma sp .  1 0 
AM26 235 5 Phoma  sp. Phoma exigua 9 9. 78 Phoma exigua 1 0 
AM26 235 6 Phomopsis  sp. Phomopsis sp .  9 9. 38 Phomopsis sp . A  0 1 
AM26 235 7 Phomopsis sp . Phomopsis sp .  9 6. 23 Phomopsis sp . B  0 1 
AM26 235 8 Ster ile myceliu m  Podospora sp . 9 5. 26 Podospora sp . 0 1 
AM26 235 9 Podospora  sp. Podospora coprophila 9 9. 80 Podospora coprophila 0 1 
AM26 236 1 Ster ile myceliu m Podospora tetraspora 9 9. 59 Podospora tetraspora 1 0 
AM26 236 2 Pseuderotium sp . Pseuderotium bakeri 1 00 Pseuderotium bakeri 0 1 
AM26 244 0 Unid en tif ied yeast Rhodotorula bacarum  d 99. 39 Rhodotorula bacarum 1 0 
AM26 244 1 Unid en tif ied yeast Rhodotorula minuta  d 99. 79 Rhodotorula minuta 1 0 
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T a b l e 3.  c o n t i n u e d . E n d o p h y t i c isolates identifi e d by means of mor pho l o g i c a l and/or molecu l a r charac t e r s , and 
isolates which could not be identifi e d due to sterilit y  and low homolog y to known nucleot i d e sequenc e s , or high 
homolog y to sequenc e s of unknown fungi  in the EMBL fungi databa s e .  
 
Isolate 
accession  
number 
Morpho log ical 
identification 
Sequence-based 
identification a
% 
FASTA 
identity a
P r o po s e d 
identification 
Presence 
in lea v es 
Presence 
in root s 
A M26 236 3 Sagenomella  sp.  b Talaromyces purpureus 8 5. 83 Sagenomella  sp. 0 1 
AM26 236 7 Ster ile myceliu m Stagonospora arenaria 9 9. 50 Stagonospora arenaria 1 0 
AM26 236 5 Ster ile myceliu m Stagonospora sp .  98.92 Stagonospora sp . A 1 0 
AM26 236 6 Ster ile myceliu m Stagonospora s p .  9 5. 20 Stagonospora s p . B  1 0 
AM26 236 9 Lecanicillim lecanii Torrubiella confragosa 9 9. 24 Torrubiella confragosa 1 0 
AM26 244 2 Basid io mycete Trametes versicolor d 99. 27 Trametes versicolor 1 0 
148 Ulocladium sp.  n . s . c - Ulocladium s p. 1 0 
AM26 297 9 Unid en tif ied yeast Ustilago sp . d 9 5. 04 Ustilago sp . 1 0 
AM26 238 7 Yeast- lik e anamo r p h Calyc in a herb ar u m 9 2. 01 Unkn own Asco myc e te 1 1 0 
AM26 237 2 Ster ile myceliu m Stenella araguata 8 1. 92 Unkn own Asco myc e te 2 1 0 
AM26 237 3 Ster ile myceliu m Dactylar ia 
amp u llifo r mis 
79. 38 Unkn own Asco myc e te 3 1 0 
AM26 237 4 Ster ile myce liu m Magn apo r th e grise a 91.22 Unkn own Asco myc e te 4 1 0 
AM262377 Sterile myceliu m Ascomycete sp . 97.20 Unkn own Asco myc e te 5 1 0 
AM26 237 5 Ster ile myceliu m Fun g al end ophyte 90.68 Unkn own Asco myce te 6 1 0 
AM26 237 6 Xylariaceae Xylaria cornu-damae 8 9. 58 Unkn own Asco myc e te 7 1 0 
AM26 238 9 Sterile myceliu m Verticilliu m sp. 100 Unkn own Asco myc e te 8 1 0 
AM26 237 8 Acremonium sp. Acre mo n iu m stric tu m 74.94 Unkn own Asco myc e te 9 1 0 
AM26 237 9 Ster ile myceliu m Cistella grevillei 9 2. 34 Unkn own Asco myc e te 10 1 0 
AM26 238 0 Ster ile myceliu m Stachybotrys 
cylindrospora 
7 1. 68 Unkn own Asco myc e te 11 1 0 
AM26 238 8 Acremonium sp. Leaf litter Asco myce te 79.57 Unkn own Asco myce te 12 1 0 
AM26 238 1 Sterile myceliu m Leaf litter Asco myce te 92.75 Unkn own Asco myce te 13 1 0 
AM262385 Sterile myceliu m Ascomycete  s p . 9 0. 82 Unkn own Asco myc e te 14 1 0 
AM26 238 2 Ster ile myceliu m Fun g al end ophyte 90.65 Unkn own Asco myce te 15 0 1 
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T a b l e 3.  c o n t i n u e d . E n d o p h y t i c isolates identifi e d by means of mor pho l o g i c a l and/or molecu l a r charac t e r s , and 
isolates which could not be identifi e d due to sterilit y  and low homolog y to known nucleot i d e sequenc e s , or high 
homolog y to sequenc e s of unknown fungi  in the EMBL fungi databa s e .  
 
Isolate 
accession  
number 
Morpho log ical 
identification 
Sequence-based 
identification a
% 
FASTA 
identity a
P r o po s e d 
identification 
Presence 
in lea v es 
Presence 
in root s 
A M26 238 3 Ster ile myceliu m Pod o spo r a 
cochlear i f o r mi s 
94. 78 Unkn own Asco myc e te 16 1 0 
AM26 238 4 Ster ile myceliu m Epacris microphylla 
root  
associated fungus 
9 9. 54 Unkn own Asco myc e te 17 1 0 
AM26 238 6 Ster ile myceliu m Ba mb o o  Bas idio myc e te 95.04 Unkn own Basid io myc e te 1 0 
 
Note:  a Si milari ty to nucleo tide seq u en ces sto r ed in the EMBL/Genb ank da tab a s e of funga l sequen c e s was the criter ia used to adscrib e mo st 
isolates to a taxonomic group.  Nucleo t i d e sequen c e s were searched with FASTA program. b Morphological identificat i o n was cons ide r e d the 
correct option in cases where the da tab ase match is a differen t tax on and similarit y is less than 95%. c (n .s.: not sequ en ced) . d,e All species in 
the list are asco myce tes, except for nine basidiomycetes  d , and two zygomycetes e . f  Isola te s wer e obta ined fro m ste m samp les of 7 plan ts . For 
the five taxa show in g more than one isola te , isola te s were also obta in ed from leaf samp les .  
 endophytes. On the PDA plates, fungi grew out of the plant fragme n t s 
relat i v el y fast; most isola t e s emerg e d in less than 10 days after the placeme n t 
of plant samples on the plates. 
 Only 18% of the isola t e s obtai ned produced spores on PDA medium 
during the period of 6 to 8 weeks after isolatio n . The rema in i n g isolat e s 
produ c e d steri l e mycel i a . When steril e isolat e s were plated again on additi o na l 
media, particu l a r l y on water agar with pieces of D.  glomerata leaves, more 
isolat e s sporul a t e d and could be morpho l o g i c a l l y identifi e d . In total, 53% of all 
endoph y t i c specie s could be identi f i e d by morpho l o g i c a l charac t e r s . If the 
isolates identifi e d as “un kno w n fungi” are exclud e d from the count (Table 3, 
bottom) , then, 66% of the species coul d be identi fi e d with the use of 
phenot y p i c charac t e r s .  
 
Molecular identification of isolates 
 
 The partial sequence s obtained conta i ne d the compl e t e nucle ot i de 
sequen c e of ITS1 and 5.8S rRNA, but most of them were incompl e t e at the 3’ 
end of the ITS2 region . On the averag e , the sequen c e s contai n e d about 92% of 
the total ITS2 seque n c e (Tabl e 4). In order to test if parti a l seque n c e s of these 
characteristics were reliable for isolate identificati o n , comple t e sequen c e s were 
obtaine d for a subset of 12 isolate s randoml y chosen . In these 12 cases, the 
entry retri e ve d with FASTA from the EMBL/ G e n b a n k datab a s e was the same 
using a partial or a complet e sequen c e (Table 2). This re sult sugges t s that 
partial sequen c e s missin g informa t i o n at the 3’ end may be as reliabl e as the 
comple t e versio n s for approx i ma t i n g an identi f i c a t i o n .  
 The follow i n g crite r i a were used to interpre t matches provided by 
FASTA sea r ch of the EMBL fungal da taba s e : when sequenc e identi t y was 
greate r than 97%, genus and specie s of th e databa s e resul t were accep t e d, when 
identi t y was 97 to 95%, only genus was accept ed ; when identi t y was less than 
95% isolate s were labelle d as “unknow n fungus ” . Nevert h e l e s s , there were 
situat i o n s where simil a r i t y value s were almos t equal l y high for sever a l speci e s , 
in those cases specie s rank was doubtf u l and not accept e d . 
 There were several cases in wh ich nucleotide sequence homology was 
low (<95%), and the taxa indicat e d by the sequen c e did not corres p o n d to the 
morpholo g i c a l identifi c a t i o n . In such cases, the morphologi cal identification 
was accepted. 
 A sequen c e simila r i t y dendro g r a m consis t i n g of all sequen c e s was used 
to identif y groups of very similar seque nces. Each branch clustering very 
simil a r seque n c e s was analy z e d , and se quences differing by less than 3% were 
conside r e d to belong to the same sp ecies. Establishing species differences 
 184 
F u n g a l Divers i t y  
T a b l e 4 . A sample of 16 randoml y chosen sequenc e s showing the percent a g e 
of ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, obtaine d with  a one-si d e d sequen c i n g reacti o n and 
percenta g e of the total nucleoti d e sequence obtained .   
 
 % sequence obtained *   
Isolate 
accession 
number 
 
ITS1 
 
5.8r RNA 
 
ITS2 
% of 
total 
sequence 
EMBL 
reference 
sequence 
A M26 236 9 100 100 100 100 AB07 9127 
AM26 236 7 100 100 95. 2 98. 4 SAU 773 60 
AM26 241 7 100 100 88. 3 96. 1 AY00 478 1 
AM26 241 3 100 100 100 100 AY85 319 9 
AM26 239 4 100 100 89. 5 96. 5 ASP27 947 9 
AM26 244 5 100 100 91. 1 97 AF3 464 09 
AM26 240 5 100 100 100 100 AB23 3343 
AM26 240 7 100 100 100 100 CCE2 938 12 
AM26 234 7 100 100 100 100 AY37 392 8 
AM26 240 2 100 100 100 100 CFU 279 450 
AM26 240 9 100 100 72. 1 917 AJ390 425 
AM26 234 9 100 100 96.1 98.7 PMA246 159 
AM26 243 0 100 100 86. 8 95. 6 AY26 614 4 
AM26 241 9 100 100 82. 4 94. 1 AF3 464 09 
AM26 239 7 100 100 83.1 94.4 AJ413 985 
AM26 235 7 100 100 92.1 97.4 AJ246 145 
      
A v e rag e 1 00 1 00 9 2. 3  9 7. 5   
 
* To estimate the percen tag e of the total seq u en ce obtained , each partial sequ en ce 
was comp ared to the comp le te (ITS1 -5 .8 S rRNA -I T S2 ) refer en c e sequen c e of the 
most similar EMBL datab ase entry. 
 
among seque n c e s diffe r i n g by mor e than 3% implie d that in genera such as 
Arthrinium, Chaetomium, Penicillium , Phaeosphaeria , Stagonospora, and  
Phomopsis , multipl e species were encount e r e d , and isol at e s were groupe d in 
differ e n t specie s denomi n a t e d A, B, C, etc. (Table 3). 
 Using morpho l o g i c a l and molecu l a r ch aract e r i s t i c s for identif i c a t i o n , 91 
differen t species of fungi belongin g to 63 genera could be identif i e d (Tables 3 
and 6). An additional set of  sterile fungi belonging to  18 different taxa could 
not be identi f i e d because they had seque n c e s diffe r e n t to any entry from the 
EMBL fungal database, or were sim il a r to entri e s not assi g n e d to any 
taxonomi c group (Table 3, bottom) . In to tal, 316 isolates representing 109 
different species were obt ained from the 107 plants  infected by endophytes. 
Nucle o t i de seque n c e s of each speci e s were submi t t e d to the EMBL/ G e n b a n k 
nucleot i d e databas e .  
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  With respe c t to the plant tissu e in fected by the endophytes, 48 of the 91 
identifi e d species were found on leaves , 22 only on roots, and 21 species were 
found in both above and belowgr o u n d pa rts (Table 3). Eight species were 
isola t e d from a set of stem sa mpl e s of  7 plants . Three of these speci e s were 
obtai n e d only from the stem sa mp l e s , is olat e s of the other five were also 
obtained from leaf samp les (Table 3). On ly 82 of the 120 plants had their roots 
plated for endoph y t e isolat i o n . Theref o r e , the number  of species obtained from 
aerial parts was probably proportionally greater than the number of species 
obtain e d from roots. Howeve r , the su rface steriliz a t i o n method used for roots 
was more aggressive than that used fo r leaves, and perhaps killed endophy t e s 
livin g close to the root surfa c e . 
 The fungi isolat e d from disease d tissue obtained from pl ants showing 
sympt o ms , and from fruc t i f i c a t i o n s in  dry culms are liste d in Table 5.  
 
Species diversity of the endophytic mycobiota 
 
M o s t specie s identi f i e d were ascomyc e t e s , only 9  speci e s of 
basidi o my c e t e s and 2 of zygomy c e t e s were  identified (Table 3). The identified 
Ascomyc e t e s belong e d to 54 differ e n t genera , and most could be grouped 
withi n 22 famili e s (Tabl e 6).  
 Seventy species were singlet o n s , represe n t e d by only one isolate , and 39 
species were plural, sampled more th an once. The cumula t i v e speci e s curve 
calcula t e d from all isolate s (Fig. 1, curve a) suggest s that increas i n g the 
numbe r of plant s analyz e d  would yield additional sp ecies. However, when a 
cumul a t i v e speci e s curve was plott e d with  data from plura l speci e s , the curve 
approac h e d asympto t i c growth (Fig. 1, curve c). On the other hand, the shape 
of the species accumu l a t i o n curve plotte d fo r singlet o n specie s (Fig. 1, curve b) 
resembl e d the non-asy m p t o t i c curv e obtaine d for all species .  
 The genera most abunda n t in terms of  the number of isolates collecte d 
were: Penicillium  (34 isolate s ) , Cladosporium (21 isolates), Acremonium (20), 
Helgardia ( 1 8 ) , Podospora ( 18) , Fusarium ( 1 7 ) ,  Phaeosphaeria  (17), 
Epicoccum (15), Epichloë ( 8 ) ,  Alternaria ( 7) , Chaetomium (9), and Lewia  (7).  
T h e s e 12 genera account e d for 57% of all isolates obtained , but represen t e d 
only 25% of all species record e d .  
 Estimat e s of total specie s rich ness ranged from 261.52 (ICE) to 326 
(Chao 2 estima t o r ) When the value s of  ICE and Chao 2 estima t o r s for each 
numbe r of plant sampl e s were plott e d , none of them beca me asymp t o t i c . 
 Shannon’s index of diversity equalled 4.27 when all 109 fungal species 
were considered, and 3.45 when calcul ated only for the subgroup of plural 
speci e s repre s e n t e d by more than one isol a t e . These value s appea r to be as high 
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as other endoph y t i c commun i t i e s , and sugge s t e d that this grass repr es e nt s an 
ecosy s t e m rich in endoph y t i c mycob i o t a (Zak and Willi g , 2004; Higgi n s et al ., 
2007). 
 
 
Table 5 . Fungi isola t e d from lesio n margi n s in disea s e d plant s and from 
fructifications in dry culms. 
 
O n lesions On dry culms 
Alternaria sp .  
Ampellomyces humuli  
Cercospora sp .  
Cladosporium sp .  
Colletotrichum acutatum  
Colletotrichum falcatum 
Drechslera sp.  
Drechslera biseptata 
Dreschlera dactylidis 
Dothideales sp.  
Embellisia eureka 
Epichloë typhina 
Epicoccum nigrum  
Epicoccum sp .  
Fusarium lateritium 
Fusarium poae 
Glomerella acutata  
Glomerella graminicola 
Helgardia sp .  
Hypocrea sp .  
Lewia infectoria 
Phaeosphaeria sp .  
Phaeosphaeria avenaria 
Phaeosphaeria pontiformis 
Phoma sp .  
Phoma glomerata 
Phoma exigua 
Phomopsis sp .  
Rhexoscercosporidium sp .  
Septoria passerinii 
Stagonospora arenaria 
Stemphylium solani 
Torrubiella confragosa 
Alternaria sp .  
Ampellomyces humuli  
Cladosporium sp .  
Colletotrichum acutatum  
Dreschlera dactylidis 
Epicoccum sp .  
Epicoccum nigrum 
Glomerella acutata 
Fusarium poae 
Fusarium lateritium 
Hypocrea sp .  
Lewia infectoria 
Phaeosphaeria pontiformis 
Phaeosphaeria sp .  
Phomopsis sp .  
Pyrenophora tritici-repenti 
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 In studi e s where ITS seque n c e s are used to appr o x i ma t e ident i fi c at i o n s, 
the sequenc e s are usually obtain e d by sequen c i n g both comp le me n t a r y strand s 
of a PCR replicon containing th e ITS1-5.8S rRNA-ITS2 region (Guo et al . 
2000, Wirse l et al . , 2001). In the present study, nucleoti d e sequence s were 
obtain e d from only one strand in a r eacti o n driven by primer ITS4, upstre a m 
from the 5´end of ITS1. As shown in Table 4, the nucleo t i d e sequen c e s 
obtain e d by this method were missin g approx i ma t e l y 10% of the 3’ end of 
ITS2. However, a comparison of database  resul t s obta i ne d with part i al and 
compl e t e seque n c e s sugge s t e d that parti a l seque n c e s were equal l y effec t i v e as 
the whole sequences for identification pur pos e s (Table 2). Further evidenc e of 
the value of these parti a l seque n c e s comes from the fact that there was 
agree me n t in the molec u l a r and morph o l o g i c a l identi f i c a t i o n , at  least to genus 
rank, for all isolates whose identi t y to databas e entr ies was greater than 95% 
(Table 3). Theref o r e , althou g h limite d in value for rigoro u s phylog e n e t i c 
analy si s , parti a l seque nc e s derive d from singl e seque n c i ng react i o n s can be 
useful for databa s e intero g a t i o n when large numbers of isolate s are process e d .  
 In this survey, 91 differ e n t specie s  of endophy t i c fungi belongi n g to 63 
gener a were ident i fi e d (Tabl e s 3 and 6). Eight e e n addit i o na l speci e s , 
representing 16.5% of the total number  of species, could not be identified 
becaus e they were steril e hyphae , and their ITS sequen c e s did not resemb l e any 
speci e s ident i fi e d in the EMBL/ G e n b a n k databas e (Table 3, bottom) . It is 
possi b l e that some of these unide n t i f i e d specie s are known specie s whose ITS 
seque n c e s are not include d in the data bas e . Other specie s from the list of 
unidentified isolates ma y be truly unknow n . Such result s argue in favor of the 
potential of endophytic eco sys t e m s for harbor i n g some of the numero u s 
undocu me n t e d fungal specie s (Hawks w o r t h and Ross ma n , 1997; Pinnoi et al ., 
2006). 
 In terms of isolate abunda n c e , the Dactylis mycobio t a ranged from a 
group of 70 singleton species, to a group of 39 plural species represented by 2 
or more isolat e s . The shape of the sp ecies accumul a t i o n curves produce d by the 
plural and single t o n specie s  data suggests that incr easi n g sampling effort 
would yield new endophytic sp ecies (Fig. 1, curve a). Ho wever, the trend to an 
asymp t o t i c curve seen in the case of pl ural species (Fig. 1, curve c) suggest e d 
that the sampling in this study detected most plural species associat e d with 
Dactylis glomerata . In contrast , the species acc umu l a t i o n curve of singlet o n 
speci e s (Fig. 1, curve b) resembl e s the total speci e s curve , showi n g a direct 
relatio n s h i p between newly encount e r e d fungal species and plants analyzed. 
This analysis of species accumulation curve s sugge s t e d that sampl i n g more 
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T a b l e 6 . Summary of endophytic taxa isolate d from Dactylis glomerata . 
 
P H Y LU M / O rd e r / Family  Number of genera Number of species 
ASCOMYCOT A   
Chaetosphaeriales   
Chaetosphaeriaceae 2 2 
Coniochaetales   
Coniochaetaceae 1 1 
Diaporthales   
Valsaceae 3 4 
Dothideales   
Botryosphaeriaceae 1 1 
Eurotiales   
Trichocomaceae 6 11 
Helotiales   
Hyaloscyphaceae 2 2 
Uncertain 1 1 
Hypocreales   
Clavicipitaceae 4 4 
Hypocreaceae 1 1 
Nectriaceae 1 5 
Mycosphaerellales   
Mycosphaerellaceae 2 2 
Onygenales   
Onygenaceae 1 1 
Phyllachorales   
Glomerellaceae 1 1 
Pleosporales   
Leptosphaeriaceae 2 2 
Phaeosphaeriaceae 2 6  
Pleosporaceae 6 9 
Sordariales   
Lasiophaeriaceae 3 8 
Xylariales   
Hyponectriaceae 1 1  
Xylariaceae 1 1 
U nc e r t a i n   
Apiosporaceae 2 2 
Dermataceae 1 1 
Myxotrichaceae 1 1 
Pseudeurotiaceae 1 1 
Uncerta i n 8 12 
BASIDIOMYCOTA   
Corticiaceae 1 1 
Cystofilobasidiaceae 1 1 
Polyporaceae 1 1 
Tricholomataceae 1 1 
Ustilaginaceae 1 1 
Uncer t ai n 2 4 
ZYG O M Y C O T A   
Mortierellaceae 1 1 
Cunninghamellaceae 1 1 
TOTAL 63 91 
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Fig. 1 S p e c i e s accumu l a t i o n curves showing the rela tion s h i p between the numb er of plants 
analyzed and the total numb er of fung al species foun d (cur v e a). The curv es for sing leto n (b) 
and plur a l (c) spec ie s were made with data subse ts of specie s which were repr e s en ted by one 
isola te (sing le to n s) , or of species repr e s en ted by two or more isola te s (plur a ls ) . 
 
plants of Dactylis glomerata  would yield new species , and the species found 
would most proba b l y be single t o n s . Abunda n c e of si ngleto n species (Kauhane n 
et al . , 2006; Neubert et al . , 2006; Pinnoi et al . , 2006), as well as non 
asympt o t i c colle c t i o n effor t curve s ha ve been found in other endoph y t e survey s  
(Higgi n s et al . , 2007). 
 Estima t o r s of total speci e s richn e s s can be used to predi c t where speci e s 
accumu l a t i on curves may platea u . The estima t e s of the total specie s richne s s 
based on the data from Fig.1 (curve a) ranged from 326 (Chao 2 estima t o r ) to 
262 (ICE estimat o r ) . Because of the rela tively high and constant proportion of 
single t o n specie s , the curves produc e d by all estima t o r s were non-as y m p t o t i c . 
Therefore, the values obtained should  be interpr e t e d as lower bound estimat e s 
of species richness (Gotelli and Coldwell, 2001).  
 The endoph y t i c assemb l a g e of Dactylis may be great e r than what it is 
suggest e d by the estima t e s obtained . Technica l constr a i n t s limited the number 
of endophytes identified; for example,  some species may not have grown 
isolate d with the media used, and obligat e biotrophs could not be detected with 
the method s used. Never t h e l e s s , met hods us eful to detect and identify 
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uncultura b l e endophyt e s have been develope d (Duong et al . , 2006; Neuber t et 
al . , 2006). 
 Consideri n g the number of endophyt e s identifi e d , and the values for total 
specie s richne s s estima t e d for this gra ss, if the species richness of endophyt i c 
mycobi o t a were positiv e l y correl a t e d to host plant size, many surveys of 
endoph y t e specie s in trees and shrubs probab l y undere s t i ma t e the number of 
endophyt i c species (Stone et al ., 2004). The shortfall ma y be due to the fact 
that exclus i v e l y morpho l o g i c a l identi f i c ation was used in many earlier studies, 
and steril e isolat e s were not identified.  
 Webster (1956, 1957) studie d the fungi appear i ng on decayin g Dactylis 
culms, and recorde d the sequenc e in wh ich those species appeare d after seed 
devel o p me n t in inflo r e sc e n c e s . The first speci e s recor d e d on matur e culms 
were Cladosporium herbarum , Epicoccum purpurascens ,  Alternaria tenuis,  
Leptosphaeria microscopica ( = Phaeosphaeria microscopica ) , and Pleospora 
vagans ( = Phaeosphaeria  vagans ) . All these fungi belong  to genera that we 
isolated frequent l y . Perhaps those ear ly colonizers of decaying stems were 
already present in the living plants as endophy t e s ; becomi n g saproph y t e s after 
stem senesc e n c e . We also isolat e d from dry culms fungi bel on g i n g to some of 
the genera of primar y saprop h y t e s describ e d by Webster (Table 5).  
 The most extensi v e list of fungi identif i e d on D. glomerata  is a 
compi l a t i o n of liter at u r e recor d s made by Farr et al . (1989). Sixty-ei g h t fungal 
specie s belong i n g to 41 genera were listed . Only 10 ge nera are common 
between that list and the one compiled in the present study: Epichloë,  
Phaeosphaeria , Drechslera , Fusarium , Periconia , Ascochyta , Colletotrichum ,  
Phoma , Stagonospora , and Ustilago. In the list of Farr et al . (1989), species of 
the above genera are associ a t e d with diseas e sympto ms in plants . Theref o r e , it 
is very likely that some of the endoph y t e s  of the above genera were latent or 
weak Dactylis pathogens . This fact is supporte d by the fact that, except for 
Periconia , species of all of the above genera were also isolated from lesions of 
diseased plants (Table 5).  
 Most of the species isolat e d from  diseas e d tissue s (Table 5) are 
pathogens of grasses (Math r e , 1982; Wiese , 1987, Farr et al ., 1989). However, 
most of these specie s were also isol a t e d from healt h y plant s (Tabl e 3). 
Therefore, those fungi isolated from di seas e d and health y plants may repres e n t 
a group of latent pathogens. 
 Several genera of potent i a l pathog e n s of cereal crops, e.g., wheat or 
barley, were present in asymptomatic plants of Dactylis. In those cereals, 
Alternaria,  Acremonium, Ascochyta , Aureobasidium , Cladosporium, 
Colletotrichum, Cryptococcus , Drechslera , Epicoccum , Fusarium , Laetisaria ,  
Leptosphaeria, Microdochium , Phoma , Stagonospora , Trichoderma , 
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 Ulocladium ,  a n d Ustilago  are associated to several diseases (Mathre, 1982; 
Wiese , 1987, Farr et al . , 1989). Genera such as Alternaria, Acremonium , 
Cladosporium, Epicoccum , and Fusarium , w e r e freque n t l y isolat e d as Dactylis  
endophy t e s .  In addition, Helgardia sp., a pathogen associated to eyespot 
disease of cereals (Crous et al ., 2003) was one of the most abundant 
endophy t e s of Dactylis. Eighteen isolates of Helgardia sp., were obtained from 
plants at one loca ti o n in La Coruña , five in Salama n c a , and one in Ávila. 
Helgardia could be a pathogen of Dactylis , because it was also isolated from 
leaf lesio n s from disea s e d plant s (Tabl e 5). The above resul t s impli e d that D. 
glomerata , a common grass species in Spain, could act as an altern a t i v e host 
and reservoi r of potentia l pathogens of cereal crops. 
 The ascomyc e t e predomi n a n c e of the Dactylis mycobiota, and the 
presen c e of genera such as Acremonium, Alternaria , Cladosporium , 
Coniothyrium , Epicoccum , Fusarium , Stagonospora , Penicillium , Phoma , and 
Phomopsis  are charac t e r i s t i c s commo n to en doph y t i c assemb l a g e s from many 
plant speci es (Bill s , 1996; Stone et al ., 2004; Schulz and Boyle, 2005). On the 
other hand, out of a group of 21 endophy t i c taxa that we could identify to 
speci e s level , at least 6 appea r  to be specif i c of grasse s: Drechslera dactylidis , 
Epichloë typhina , Laetisaria arvalis, Periconia macrospinosa , Phaeosphaeria 
avenaria, and Stagonospora arenaria ; these speci e s have no t been describe d in 
hosts of other fa mil i e s (Farr et al ., 1989).  
 Althou g h ascomyc e t e s seem to domi n a t e endoph y t i c assemb l a g e s (Stone 
et al ., 2004; Duong et al ., 2006; Ganley and Newcombe, 2006; Morakotkarn et 
al . , 2006; Higgin s et al . , 2007), except i o n s were basidio my c e t e s prevai l have 
been describ e d (Crozie r et al ., 2006). The incidence of Zygomycete 
endophytes appears to be  very low (Gonthi e r et al . , 2006).  
 Many endophyt i c genera describe d in other grasses such as Phragmites 
australis (Wirs e l et al. , 2001), Achnatherum sibiricum (Wei et al ., 2007), or 
bamboo (M orak o t k a r n et al . , 2006), were also presen t in Dactylis. I n cont r a st , 
the endoph y t i c assembl a g e of Dactylis is quite differen t from that of woody 
perenni a l s : out of 68 genera descri bed as endophytes of leaves of woody 
peren n i a l s , only eight were found in Dactylis ; and of 97 genera from bark and 
shoots of trees, only 10 genera were  present in this grass (Stone et al ., 2004).  
 This study demon s t r a t e s that a small herba c e o us plant can be consi d e r e d 
to be an ecosyst e m which sustain s  a rich endophy t i c ensemb l a g e . This 
mycobi o t a is compos e d of a relati v e l y small numbe r of speci e s commo n l y 
associ a t e d with the host, includ i n g severa l potent i a l pathog e n s , and a 
predomi n a n t backgr o u n d of singlet o n sp ecies. Most endophytes identified 
appea r to be host-g e n e r a l i s t s , becau se th ey have been describe d in other plant 
fa mi l i e s .  
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